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Uvod

1. UVOD




Uvod

Fenolni spojevi ¢ine vrlo raznoliku skupinu bioloski aktivnih tvari koji svojim
djelovanjem kao antioksidansi smanjuju rizik od pojave tumora, kroni¢nih i krvozilnih
bolesti (Fraga 2010). Veliki farmakoloSki znacaj fenolnih spojeva vodio je ka brojnim
istrazivanjima koja uklju¢uju njihovu sintezu u kulturi in vitro. Posebno su znacajne
kulture kosmatog korijenja zbog svoje geneticke i biokemijske stabilnosti, visoke stope
rasta te sinteze sekundarnih metabolita u istoj ili u vecoj koli¢ini u odnosu na samu biljku
(Georgiev i sur. 2007). Akumulacija fenolnih spojeva u biljkama se ¢esto javlja kao dio
obrambenog odgovora biljke na stres i napad patogena. Kako bi se povecala sinteza fenola
i istrazila njihova fizioloSka uloga, razliite su strategije koristene u biljnim kulturama in
vitro. Buduéi da bioticki elicitori poti¢u obrambeni odgovor biljke, Cesto se koriste u in
vitro proizvodnji vaznih sekundarnih metabolita. Osim toga, tretmani bioti¢kim elicitorima
se Cesto koriste i za povecanje otpornosti biljaka na patogene ali i na druge okoli$ne stresne
¢imbenike. Uslijed napada patogena dolazi do sinteze reaktivnih kisikovih jedinki (ROS)
¢ije nakupljanje u stanicama moze izazvati oksidacijski stres. Kako bi sprijecile Stetne
uéinke ROS-a, biljke su razvile antioksidacijske obrambene mehanizme koji ukljucuju
indukciju antioksidacijskih enzima.

Fitopatogena oomiceta Phytophthora cryptogea secernira proteinski elicitor g-
kriptogein, koji u biljaka moze izazvati hipersenzitivni odgovor (HR) i sustavno stjecanje
otpornosti (SAR). Cilj ovog rada je uzgojiti transgeno korijenje ukrasne koprive u kojem se
gen crypt nalazi pod kontrolom inducibilnog alkoholnog promotora te na taj nacin
kontroliranom sintezom p-kriptogeina u Korijenju oponasati napad patogena. Ovo
istrazivanje ¢e odrediti utjecaj endogeno sintetiziranog f-kriptogeina na sintezu i sekreciju
ukupnih fenolnih spojeva, ruzmarinske (RA) i kavene (CAF) kiseline te na antioksidacijski

status transgenog korijenja.

1.1. Ukrasna kopriva (Coleus blumei Benth.)

Ukrasna kopriva (Coleus blumei Benth.) pripada porodici usnaca (Lamiaceae) koja
je poznata po velikom broju ljekovitog i zaCinskog bilja (Slika 1). Latinski naziv roda
Coleus dolazi od grcke rijeci ,,koleus* Sto znaci plast, a naziv proizlazi iz spajanja muskih
dijelova cvijeta u plast ili cijev. Naziv ,,blumei* ukrasna je kopriva dobila prema
nizozemskom piscu Karlu Ludwigu Blumeu koji je tijekom svojeg Zivota dosta pisao o

biljkama s indonezijskog otoka Java. Prema novijoj klasifikaciji ukrasna je kopriva
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smjestena u rod Solenostemon, s latinskim nazivom vrste Solenostemon scutellarioides. U
svojem prirodnom stani§tu ukrasna kopriva je viSegodiSnja biljka. Porijeklom je iz
jugoisto¢ne Azije, Australije, Isto¢ne Indije, Indonezijskog arhipelaga i Filipina (Prajapati i
sur. 2003). Ova biljka najviSe je poznata kao dekorativna vrsta zbog svojih brojnih
kultivara koje krase Sareni, sitno nazubljeni srcoliki listovi. Listovi se pojavljuju u raznim
bojama, od Zute do purpurne, od zelene do kestenjaste i crvene tvoreci pruge, pjege ili
koncentricne zone. Osim kao dekorativna biljka, ukrasna je kopriva znacajna i1 kao
ljekovita biljka (Ong i Norzalina 1999). Biljke roda Coleus su od davnina koriStene u
tradicionalnoj medicini Indije (Ayurveda). Tako se biljkama roda Coleus pridaju mnoga
ljekovita obiljezja kao S§to su npr. antitumorsko, antidepresivno, antidiuretsko,
antispazmodi¢no i bronhodilatatorsko djelovanje (Duke i sur. 2002, Khan i sur. 2012).
Ljekoviti pripravcei listova primjenjuju se za lijeCenje glavobolje, poviSene temperature,
angine, astme, psorijaze (Morton 1992, Khory i Katrak 1999). Osim toga, neke vrste roda
Coleus koriste se u prehrani kao zacin razli¢itim jelima kao npr. vrsta Coleus aromaticus.
Ljekovita svojstva ove biljke imaju zahvaljujuéi velikoj koli¢ini fenolnih spojeva koje
sadrze. Rezultati istrazivanja etanolnih ekstrakata triju vrsta roda Coleus pokazuju kako su
ove biljke vazan izvor fenolnih spojeva (polifenola, tanina, flavona i flavonola) sa
znac¢ajnom antioksidacijskom i antibakterijskom aktivnoséu (Rasineni i sur. 2008). Sli¢ni
rezultati dobiveni su analizom ekstrakata dvaju kultivara ukrasne koprive, koji pokazuju
velik udio ukupnih fenola i flavonoida u tkivu ukrasne koprive, u koli¢ini jednakoj ili vecoj
u odnosu na druge ispitivane vrste roda Coleus. Osim toga, rezultati istrazivanja pokazuju
znacajnu antioksidacijsku i antimikrobnu aktivnost ekstrakata ukrasne koprive bez
toksi¢nog uc¢inka na miSeve (Yahaya i sur. 2010, Khattak i Taher 2011). Odvajanjem i
proc¢isc¢avanjem (difenil-pikrilhidrazil)-aktivnih sastojaka ekstrakta lista C. aromaticus te
analizom spektrometrijskim metodama (nuklearnom magnetskom rezonancom i masenom
spektrometrijom) identificirana su tri glavna sastojka - ruzmarinska kiselina, kavena
kiselina i klorogenska kiselina. Mjerenje antioksidacijske aktivnosti izoliranih spojeva
potvrduje da je rije¢ o izrazito snaznim antioksidacijskim spojevima. Nadalje,
identifikacijom i kvantifikacijom izoliranih spojeva pomocu tekuéinske kromatografije
visoke uéinkovitosti (HPLC) utvrden je najveci sadrzaj ruzmarinske kiseline, $to upucuje i
na moguc¢i znacajni doprinos ove fenolne kiseline ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti

ekstakta lista C. aromaticus (Kumaran i Karunakaran 2007).
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Slika 1. Ukrasna kopriva (C. blumei Benth.). Crtez: Louis Benoit van Houtte 1880.
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1.2. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su najucestalija i najrasirenija Skupina sekundarnih biljnih
metabolita koji su prisutni u svim biljkama, kao i u svim biljnim organima (u liscu,
korijenu, kori drveca, cvijecu, koncentrirani u sjemenkama, pokozici i mezokarpu voca i
povrca, zitaricama). Posebno je znacajan njihov veliki udio u svim vrstama medicinskog i
zacinskog bilja. Poznato je viSe od 8 000 razli¢itih fenolnih spojeva, ¢iju osnovnu strukturu
¢ini aromatski prsten (Cg) na koji je vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina (Croteau 1
sur. 2000). Ve¢inom se sintetiziraju iz cimetne kiseline, koja nastaje deaminacijom L-
fenilalanina u reakciji koju katalizira enzim fenilalanin-amonij-lijaza (PAL, EC 4.3.1.5).
Enzim PAL povezuje primarni (biosintetski put Sikiminske kiseline) sa sekundarnim
metabolizmom (fenilpropanoidni biosintetski put) te ima klju¢nu ulogu u regulaciji sinteze
fenolnih sekundarnih metabolita (Hahlbrock i Scheel 1989, Dixon i Paiva 1995, Ryan i sur.
1999). Znacenje fenilpropanoidnog biosintetskog puta potvrduje i Cinjenica da biljke, u
uvjetima normalnog rasta, 20% ugljika fiksiraju ovim putem (Didz i sur. 2001). Pojam
biljni fenoli obuhvaca vrlo veliku i raznoliku skupinu spojeva, stoga u literaturi postoji vise
razli¢itih klasifikacija fenolnih spojeva prema njihovoj strukturi, na temelju broja
ugljikovih atoma u molekuli, biosintetskog puta kojima nastaju i dr. (Clifford 2001,
Vermerris i Nicholson 2008). Jednostavnom su klasifikacijom fenolni spojevi podjeljeni na
jednostavne fenole 1 polifenole. Navedena je klasifikacija temeljena iskljucivo na broju
prisutnih fenolnih podjedinica (Clifford 2001). U literaturi je takoder usvojena i
jednostavna podjela na flavonoide i ne-flavonoidne polifenole (de la Rosa i sur. 2010).
Tako fenolni spojevi obuhvacaju: jednostavne fenole, fenolne kiseline, flavonoide,
kumarine, stilbene, tanine i lignine. Ovi se spojevi u biljkama uglavnom javljaju u obliku
glikozida ili estera (Harborne 1998). U biljkama fenolni spojevi imaju razli¢ite uloge, a
sintetiziraju se tijekom njihovog razvoja. lako nisu esencijalni za rast, razvoj i
razmnoZavanje biljaka, fenolni spojevi ipak imaju znacajnu ulogu u navedenim procesima.
Povecana sinteza fenolnih spojeva u biljkama javlja se kao dio obrambenog odgovora
biljke na abioticki stres uzrokovan npr. UV-zraCenjem, i na bioticki stres uzrokovan
napadom patogena i oste¢enjem tkiva uslijed hranjenja biljojeda (Haslam 1998). Osim $to
imaju vaznu ulogu u indukciji otpornosti u biljaka, djeluju i kao signalne molekule u
interakcijama izmedu biljaka i mikroorganizama (Pourcel i sur. 2006, Mandal i sur. 2010).

Budu¢i da su prisutni u svim biljnim organima, biljni fenoli predstavljaju

neizostavan dio ljudske prehrane, ali se ne smatraju esencijalnim prehrambenim tvarima s
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obzirom da njihov nedostatak u organizmu covjeka nije povezan sa specificnim
poremecajima. Ipak, za mnoge od ovih spojeva dokazano je da posjeduju brojne bioloske
aktivnosti koje utje¢u na zdravlje i prevenciju bolesti. Stovise, neki su fenolni spojevi od
davnina poznati kao terapeutici te njihove molekularne strukture predstavljaju osnovu
mnogih suvremenih lijekova. U posljednjih se nekoliko godina interes javnosti i znanosti
za fenolne spojeve znatno povecao. Razlog tome je ucinak koji fenoli imaju na ocuvanje
zdravlja Covjeka zbog potencijalne antioksidacijske i antimikrobne aktivnosti. Zastitna
uloga fenolnih spojeva u bioloskim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja
(,hvatanja”) elektrona slobodnog radikala, kelatnog vezanja iona prijelaznih metala,
aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza (Rice-Evans i sur. 1997). Tako,
fenolni spojevi zbog svoje izraZzene antioksidacijske akivnosti smanjuju rizik od pojave
tumora, kroni¢nih i krvozilnih bolesti (Middleton i Kandaswami 1994, Dai i sur. 2010,
Fraga 2010). Fenolnim spojevima pripisuju mnoga terapijska djelovanja, npr.
antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antiviralno i antikancerogeno, a
znatno utjeCu i na boju i okus hrane (Middleton i Kandaswami 1994). Zbog izrazene
antimikrobne aktivnosti, preporucuje se upotreba biljnih fenola kao prirodnih konzervansa
hrane (Nychas 1995).

Fenolni spojevi se mogu kvalitativno 1 kvantitativno odredivati primjenom razli¢itih
tehnika kao S$to su UV/VIS spektrofotometrija, HPLC, tankoslojna kromatografija,
kapilarno-zonska elektroforeza (Stalikas 2007) i drugo.

Flavonoidi su najzastupljeniji fenolni spojevi s istom osnovnom strukturom koju
¢ini difenilpropanski kostur C;s (Cs-C3-Cg), odnosno dva benzenska prstena (A i B)
povezana s piranskim prstenom (C) koji sadrzi kisik (Slika 2A). Flavonoidi se medusobno
razlikuju prema stupnju oksidacije centralnog piranskog prstena, izuzev halkona u kojih je
piranski prsten otvoren. Mogu biti hidroksilirani, metoksilirani, glikozilirani s
monosaharidima ili oligosaharidima, a Cesto su 1 esterificirani organskim kiselinama.
Ovisno o broju i polozaju vezanih hidroksilnih skupina, stupnju nezasi¢enosti 1 stupnju
oksidacije centralnog C-prstena, flavonoidi se dijele u brojne podskupine: antocijanidini,
antocijan glikozidi, flavoni, izoflavoni, flavanoni, flavan-3-oli, flavonoli, flavonol
glikozidi, procijanidini i dihidrohalkoni. Razlike u strukturi unutar svake podskupine
djelomi¢no su posljedica razli¢itog stupnja i obrasca hidroksilacije, metoksilacije,
prenilacije ili glikozilacije.

Nakon flavonoida, drugu skupinu po vaznosti i zastupljenosti biljnih fenola ¢ine

fenolne kiseline (Slika 2B, C). Strukturu fenolnih kiselina ¢ini benzenski prsten povezan s
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karboksilnom skupinom (Lafay i Gil-lzquierdo 2008). Na temelju strukture razlikuju se
dvije skupine fenolnih kiselina: derivati benzojeve kiseline (hidroksibenzojeve kiseline,
Cs-Cy, Slika 2B) i derivati cimetne kiseline (hidroksicimetne kiseline, Cg-Cs, Slika 2C,
Robbins i sur. 2003). Najzastupljeniji derivati hidroksibenzojeve Kkiseline su
phidroksibenzojeva, vanilinska, galna, protokatehinska, siringinska, gentistinska i
elaginska kiselina. Hidroksibenzojeve kiseline mogu nastati direktno iz meduprodukata
puta Sikiminske kiseline. Medutim, u biljkama ceS¢e nastaju degradacijom derivata
cimetne kiseline. Manje zastupljenu skupinu fenolnih kiselina c¢ine derivati
hidroksifeniloctene kiseline (C¢-C, derivati). Najzastupljeniji derivati hidroksicimetne
kiseline su kavena, kumarinska, feruli¢na i sinapinska kiselina. Navedene kiseline ¢ine i
meduprodukte u biosintezi lignina (Russell i sur. 1999a). Takoder predstavljaju vazne
gradevne jedinice mnogih drugih prirodnih spojeva te Cesto dolaze u obliku specifi¢nih
estera kao npr. klorogenska kiselina (Ralph i sur. 1994, Russell i sur. 1999b). Manji dio
fenolnih kiselina dolazi u slobodnom obliku, dok je veéina fenolnih kiselina u biljkama
konjugirana (ponajvise esterifikacijom) sa strukturnim biljnim djelovima (celulozom,
proteinima i ligninom) ili s razli¢itim molekulama ukljucuju¢i jednostavne Secere i

organske kiseline.

A) R
R O =
C
R R
R R
B)  cooH ¢ cH=CcH—COOH
R R
R R
R R

Slika 2. Osnovne strukture nekih fenolnih spojeva: A) flavonoida (Cs-C3-Cs); B)

hidroksibenzojeve kiseline (Cg-C1); C) hidroksicimetne kiseline (Cs-Cs).




Uvod

1.2.1. Kavena i ruzmarinska kiselina

Glavne aktivne tvari ukrasne koprive su kavena (3,4-dihidroksicimetna kiselina,
Slika 3) i ruzmarinska (o-O-kafeoil-3,4-dihidroksifenilmlijecna kiselina, Slika 4) kiselina,
koje se zbog svojih znacajnih bioloskih i farmakoloskih svojstava intenzivno istrazuju.

Kavena kiselina jedna je od najucestalijih hidroksicimetnih kiselina koja je prisutna
u vocu, povréu, zitaricama, mahunarkama i napitcima koje covjek svakodnevno koristi u
prehrani. Prisutna je u svim biljkama budu¢i da predstavlja klju¢ni meduprodukt u
biosintezi lignina. Osim $§to je prisutna u slobodnom obliku, naj¢es¢e dolazi u obliku estera
s kviniénom kiselinom, pod nazivom klorigenska kiselina (Jiang i sur. 2005). CAF i njeni
esteri nalaze se u listovima, cvjetovima i pupovima mnogih ljekovitih biljaka, stoga se
smatra da doprinose ljekovitim svojstvima ovih biljaka. Bioloske aktivnosti kavene
kiseline i njenih estera intenzivno se proucavaju zahvaljujuéi ulozi u ocuvanju zdravlja
¢ovjeka. Kavena kiselina pokazuje veliku antioksidacijsku aktivnost in vitro i in vivo (van
Gadow i sur. 1997, Giilcin 2006, Sato i sur. 2011), hepatoprotektivno (Janbaz i sur. 2004),
protuvirusno (lkeda i sur. 2011), protuupalno (Chao i sur. 2009) djelovanje, a u
kombinaciji s ruzmarinskom kiselinom i antimikrobno djelovanje (Widmer i Laurent
2006). CAF i njezin derivat, feniletil ester kavene Kkiseline (CAPE) inhibiraju
karcinogenezu. Antitumorski i antimetastaticki ucinak ovi spojevi ostvaruju supresijom
enzimske aktivnosti metaloproteinaza 9 (MMP-9) i supresijom transkripcije MMP-9 putem
inhibicije nuklearnog ¢imbenika kapa B (NF-kB, Chung i sur. 2004). Protuupalna i
protutumorska svojstva takoder dolaze do izrazaja kod zaStite stanica koze izloZenih UV
zra¢enju (Staniforth i sur. 2006). CAF ucinkovito inhibira aktivnost lipooksigenaze (time i
lipidnu peroksidaciju) te na taj nain sprjeCava sintezu leukotriena koji sudjeluju u
imunoregulaciji te posreduju u razli¢itim oboljenjima kao $to su astma, upalna i alergijska
stanja (lwahashi i sur. 1990, Toda i sur. 1991). CAF smanjuje proizvodnju aflatoksina
vrste Aspergillus flavus za vise od 95%, $to omogucava primjenu ovog spoja kao prirodnog
protufungicida (Kim i sur. 2008).

Ruzmarinska kiselina je ester kavene i 3,4- dihidroksifenilmlije¢ne kiseline. Prvi su
je izolirali 1 prodcistili Scarpati i Oriente (1958) te joj dali ime prema ruzmarinu
(Rosmarinus officinalis), biljke iz koje su je izolirali. Nadena je u mnogim vrstama
porodice usnaca (Lamiaceae) i oStrolista (Boraginaceae), kao i u mnogim drugim vrstama
izvan ovih porodica (Petersen i Simmonds 2003). Objavljena su brojna istrazivanja koja

opisuju Sirok raspon bioloskih aktivnosti RA. Tako, RA pokazuje snazno antioksidativno
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(Qiao i sur. 2005, Tepe 2008), antimutageno (Vattem i sur. 2006, Furtado i sur. 2008),
antidepresivno (Takeda i sur. 2002), hepatoprotektivno (Osakabe 1 sur. 2002),
protuvirusno (Swarup i sur. 2007) antibakterijsko i antimikoti¢éno (Bais i sur. 2002,
Widmer i Laurent 2006) djelovanje. Nekoliko je istrazivanja potvrdilo i protuupalni uc¢inak
RA, ¢ime je omoguéena upotreba ove tvari za lije¢enje razli¢itih upalnih oboljenja. Tako
RA zbog svoje antioksidacijske aktivnosti i zbog inhibicije upalnih odgovora predstavlja
vrlo u¢inkovitu terapiju za alergijski rinokonjuktivitis (Osakabe i sur. 2004). Osim toga,
pokazuje 1 antiangiogeni potencijal koji takoder moze biti povezan s njenom
antioksidacijskom aktivnos¢u (Huang i Zheng 2006). Izmedu 50 ispitivanih fenolnih
spojeva, RA ima najvec¢i antioksidacijski potencijal za terapeutsku primjenu u prevenciji
bolesti (Soobrattee i sur. 2005). Velik interes farmaceutske, kozmeticke i prehrambene
industrije za RA tj. za njezinim bioloskim aktivnostima vodio je ka brojnim istrazivanjima
koja ukljuCuju proizvodnju RA u kulturi in vitro. Kulture in vitro predstavljaju vrlo
obecavajuce biosintetske sustave za proizvodnju znacajnih sekundarnih metabolita. Prva
stani¢na kultura koja je akumulirala RA dobivena je iz ukrasne koprive (Zenk i sur.1977,
Razzaque i Ellis 1997). Osim toga, suspenzija stanica ukrasne koprive koriStena je kao vrlo
podoban sustav za istraZivanje biosintetskog puta RA (Petersen 1997). U biosintezi
ruzmarinske kiseline sudjeluje osam enzima (Petersen 1997). Prekursori u biosintezi su
aromatske aminokiseline L-fenilalanin (Phe) i tirozin (Tyr, Ellis i Towers 1970). Prvi
korak biosinteze, deaminacija Phe u t-cimetnu Kiselinu, katalizira enzim fenilalanin-
amonij-lijaza. U stani¢noj kulturi ukrasne koprive pojacanoj sintezi RA prethodi pojacana
aktivnost enzima PAL. Djelovanjem tri enzima osnovnog fenilpropanoidnog puta (PAL,
hidroksilaza cimetne kiseline i ligaza kumarinske Kiseline i acetil-koenzima A) Phe prelazi
u aktiviranu kumarinsku Kiselinu, dok Tyr nakon reakcije deaminacije i redukcije, koje
kataliziraju enzimi tirozin-aminotransferaza i hidroksifenilpiruvat-reduktaza prelazi u 4-
hidroksimlije¢nu kiselinu. Produkt spajanja kumarinske kiseline 1 4-hidroksimlijecne
kiseline (reakciju katalizira sintaza ruzmarinske kiseline) hidroksilira se na 3 i 3' mjestu
aromatskih prstena pomocu citokrom P450 monooksigenaza te nastaje ruZmarinska

kiselina (Petersen i sur. 1993, Petersen 1997).
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Slika 3. Struktura kavene kiseline (3,4-dihidroksicimetna kiselina).
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Slika 4. Struktura ruzmarinske Kiseline (a-O-kafeoil-3,4-dihidroksifenilmlije¢na kiselina).

1.3. Kultura kosmatog korijenja

Farmakoloski znacaj fenolnih spojeva vodio je ka brojnim istrazivanjima strategija
koje bi doprinijele njihovoj povecanoj sintezi. Tako su kulture in vitro pokazale vrlo veliki
potencijal za povecanu biosintezu fenolnih spojeva. Posebno su zna¢ajne kulture kosmatog
korijenja zbog svoje geneticke i biokemijske stabilnosti, visoke stope rasta (bez dodatka
regulatora rasta) te sinteze sekundarnih metabolita u istoj ili u ve¢oj koli¢ini u odnosu na
samu biljku (Flores i sur. 1999, Georgiev i sur. 2007a). Kosmato korijenje nastaje
genetickom transformacijom pomocu bakterije Agrobacterium rhizogenes. Bakterije roda
Agrobacterium su fitopatogene gram negativne bakterije koje zive u tlu, a imaju
sposobnost geneticke transformacije biljnih stanica u prirodi, pri ¢emu uzrokuju nastanak

tumora vrata korijena (engl. crown gall, Agrobacterium tumefaciens) te bolest dlakavog ili
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kosmatog korijenja (engl. hairy root, A. rhizogenes, Chilton i sur. 1977, 1980) na mjestu
infekcije. Geneticki materijal bakterije A. rhizogenes sastoji se od velike kruzne
dvolan¢ane molekule DNA (bakterijski kromosom) i jednog velikog Ri- (engl. Root
inducing) plazmida s prijenosnom T-DNA regijom (engl. transferred-DNA, Chilton i sur.
1982). U svojem prirodnom ekosustavu, ozljedene biljke (npr. aktivnoS¢u biljojeda)
sintetiziraju jednostavne fenolne spojeve (npr. acetosiringon) koji uzrokuje kemotaksiju
bakterija prema mjestu ranjavanja. Bakterije ulaze u medustani¢ne prostore, veZu se¢ za
zdrave biljne stanice te u biljni genom prenesu i ugrade T-DNA Ri-plazmida. Kemotaksiju
i vezanje bakterija za stanicu omogucava ekspresija skupine gena chv (engl. chromosomal
virulence) koji se nalaze na bakterijskom kromosomu (Watson i sur. 1975), dok prijenos i
ugradnju T-DNA u biljni genom omoguéava ekspresija skupine gena odgovornih za
virulenciju (geni vir), koji se nalaze na Ri-plazmidu izvan regije T-DNA, a ¢iju indukciju
poti¢e acetosiringon (Nilsson i Olsson 1997). U sklopu regije T-DNA nalaze se dvije
skupine gena: geni za sintezu regulatora rasta i geni za sintezu opina (neobi¢ni derivati
aminokiselina). Navedeni geni sadrze eukariotske promotore i poliadenilacijske signale,
§to im omogucava transkripcijsku aktivnost u biljnim stanicama, gdje posreduju u
proliferaciji korijenja koji sintetiziraju i secerniraju opine, tvari koje agrobakterije koriste
kao hranu (Weising i Kahl 1996). Vecina sojeva agrobakterija sadrze samo jednu regiju T-
DNA, ali postoje i sojevi koji sadrze tzv. agropinski tip Ri-plazmida (kao npr. pRiHRI,
Slika 5), koji u biljnu stanicu prenose dvije nezavisne regije T-DNA - T_-DNA i Tr-DNA.
Regija Tr-DNA homologna je regiji T-DNA Ti- (engl. Tumor inducing) plazmida bakterije
A. tumefaciens, dok je od nje znacajno razlicita regija T -DNA, djelomi¢no homologna T-
DNA Ri-plazmida manopinskih sojeva bakterija A. rhizogenes (Nilsson i Olsson 1997).
Indukcija kosmatog korijenja ovisi iskljuc¢ivo o prijenosu T -DNA, dok je regija Tr-DNA
odgovorna za biosintezu auksina i opina (manopina i agropina, Jouanin 1984). T.-DNA
kodira 18 otvorenih okvira ¢itanja (engl. open reading frames, ORF) ovisno o bakterijskom
soju, od kojih su 4 klju¢na za stvaranje kosmatog korijenja (ORF10, ORF11, ORF12 i
ORF15), a odgovaraju genima rol (engl. root locus, rolA, rolB, rolC i rolD, Slightom i sur.
1986). Osim gena rol, gen orfl3 se takoder nalazi u sklopu regije T -DNA, a uz
hormonalne ucinke nalik citokininima, ima vaznu ulogu i u proliferaciji stanica (Friindt 1
sur. 1998).

Kultura kosmatog korijenja koristi se u biotehnologiji za sintezu znacajnih
sekundarnih metabolita (Shanks i Morgan 1999, Sevon i Oksman-Caldentey 2002), za

proizvodnju znacajnih enzima (npr. superoksid-dismutaze, Hyeon i sur. 2002; peroksidaze,
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Kim i Yoo 1996), za proizvodnju monoklonskih protutijela (Sharp i Doran 2001) i drugih
proteina. Osim toga, koristi se u fitoremedijaciji (Nedelkoska i Doran 2000) te za
dobivanje transgenih biljaka (Choi i sur. 2000, Crane i sur. 2006).

Veliki interes farmaceutske, kozmeticke 1 prehrambene industrije za znaCajnim
bioloskim aktivnostima RA vodio je ka brojnim istrazivanjima koja ukljucuju sintezu RA u
kulturi in vitro nekoliko biljnih vrsta. Tako je akumulacija RA opisana u kulturi kosmatog
korijenja bosiljka (Ocimum basilicum, Tada i sur. 1996), miloduha (Hyssopus officinalis,
Mukarami i sur. 1998), biljke Coleus forskohlii (Li i sur. 2005), korejske mente (Agastache
rugosa, Lee i sur. 2008), macje metvice (Nepeta cataria, Lee i sur. 2010), kineske kadulje
(Salvia miltiorrhiza, Chen i sur. 2001) i obi¢ne kadulje (Salvia officinalis, Grzegorczyk i
sur. 2006). Kulturu kosmatog korijenja ukrasne koprive, koja je sintetizirala znacajno veée
koli¢ine RA u odnosu na normalno korijenje, prvi su uspostavili i opisali Bauer i sur.
(2009). U usporedbi s akumulacijom RA u kulturama kosmatog korijenja drugih opisanih
biljnih vrsta, u pojedinim je linijama kosmatog korijenja ukrasne koprive zabiljezena do
tada najveca koli¢ina RA (Bauer i sur. 2009). Sinteza znacajnih sekundarnih metabolita u
kulturi kosmatog korijenja dodatno je povecana raznim manipulacijama sastava hranjive
podloge (npr. poveéanjem sadrZaja saharoze u podlozi), promjenom uvjeta uzgoja kulture
(svjetlosti, temperature) te tretmanom razliitim abiotickim i bioti¢kim elicitorima.
Takoder, jedna od strategija za povecanje sinteze sekundarnih metabolita ukljucuje 1
geneticku manipulaciju kulture kosmatog korijenja (Berlin i sur. 1993, Hashimoto i sur.
1993, Xiao i sur. 2011). Rubne sekvence T-DNA (25 bp duge lijeva i desna rubna
sekvenca, LB i RB) odreduju koji ¢e se geni prenijeti iz agrobakterije u biljku i ugraditi u
biljni genom. Ovaj prirodni fenomen iskoriSen je u genetickom inzenjerstvu za
transformaciju biljaka Zeljenim genom koji se smjesta unutar T-DNA nakon izrezivanja
postoje¢ih gena. Tako su Bauer i sur. (2011), u svrhu povecanja sinteze RA u kulturi
transgenog korijenja, transformirali tkivo ukrasne koprive genom PAL1 iz uro¢njaka
(Arabidopsis thaliana). Pojacana ekspresija gena PAL1 vodila je ka povecanoj aktivnosti
enzima PAL, ali i ka snizenju razine ukupnih fenola i RA. lako je prema literaturnim
navodima povecana aktivnost enzima PAL u pozitivnoj korelaciji s pove¢anom sintezom
RA, u istrazivanju koje su proveli Bauer i sur. (2011) to nije bio slu¢aj. Povecanje sinteze
RA genetickom manipulacijom zabiljezeno je u kulturi kosmatog korijenja kineske kadulje

(S. miltiorrhiza) uslijed pojacane ko-ekspresije gena tat i hppr (Xiao i sur. 2011).
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Slika 5. Shematski prikaz agropinskog tipa Ri-plazmida, pRiHRI, iz bakterije A.
rhizogenes. Na plazmidu se nalazi skupina gena odgovornih za virulenciju (geni vir), Tg-
DNA koja nosi gene za biosintezu auksina i opina te T, -DNA o kojoj ovisi indukcija
kosmatog korijenja. T.-DNA kodira 18 ORF-a (1-18), koji su oznaceni zutim
kvadrati¢ima. Zuti kvadrati¢i iznad linije predstavljaju transkripte koji se prepisuju s lijeva
na desno, dok zuti kvadrati¢i ispod linije predstavljaju transkripte koji se prepisuju s desna
na lijevo. LB: lijjeva grani¢na sekvenca; RB: desna grani¢na sekvenca. Modificirano

prema: Jouanin 1984, Slightom i sur. 1986.
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1.4. Biotic¢ki elicitori

Elicitori su tvari bioloskog ili nebioloskog porijekla koji, u doticaju sa stanicama
visih biljaka, izazivaju fizioloske i morfoloske promjene koje ukljuuju povecanu sintezu
i/ili de novo sintezu sekundarnih metabolita (Benhamou 1996). Bioticki elicitori Su
bioloskog porijekla kao npr. plijesni, bakterije, virusi, ali i komponente stani¢ne stijenke
biljaka te fitokemikalije koje se otpustaju na mjestu napada biljke patogenima i
biljojedima. Obrambene reakcije koje predstavljaju odgovor na Stetne okoliSne ¢imbenike
omogucavaju biljkama njihov opstanak. Budu¢i da bioticki elicitori induciraju obrambeni
odgovor biljke, ¢esto se koriste u in vitro proizvodnji vaznih sekundarnih metabolita (Zhao
i sur. 2005). Osim toga, tretmani biotickim elicitorima se cesto koriste i za povecanje
otpornosti biljaka na patogene ali i na druge okolis$ne stresne ¢imbenike. Dobar primjer
elicitacije sinteze sekundarnih metabolita, pomoc¢u razli¢itih biotickih elicitora, je
biosinteza taksola pomocu stani¢ne kulture. Biosinteza taksola opsezno je istraZivana
budu¢i da je sintetska proizvodnja ovog biljnog sekundarnog metabolita vrlo skupa
(Radman i sur. 2003). Tretman metil-jasmonatom uzrokuje povecanje sinteze RA u
stani¢noj suspenziji ukrasne koprive (Szabo i sur. 1999), kao i akumulaciju RA u kulturi
kosmatog korijenja biljke C. forskohlii (Li i sur. 2005). Osim toga, i tretmani fungalnim
elicitorima znacajno povecavaju sintezu RA u kulturi in vitro, kao $to je to slucaj kod
tretmana kosmatog korijenja kineske kadulje (S. miltiorrhiza, Yan i sur. 2006), u kosmatog
korijenja bosiljka (O. basilicum, Bais i sur. 2002) te u kulturi kosmatog korijenja biljke C.
forskohlii (Li i sur. 2005).

Primjenom elicitora u biljkama se aktiviraju signalni putevi unutarstani¢ne obrane,
stoga su brojna istraZivanja pokazala kako biljke tretirane elicitinima razvijaju otpornost
(Odjacova i Hadjiivanova 2001, Garcia-Brugger i sur. 2006). Elicitori induciraju
proizvodnju ROS-a 1 poticu obrambeni mehanizam biljke, a takoder izazivaju
hipersenzitivni odgovor (Ebel i Cosio 1994, Niirnberger 1999). Proucavanje elicitora
takoder je neophodno kako bi se stvorile u¢inkovite strategije za smanjenje negativnog
ucinka oksidacijskog stresa u biljkama (Ceron-Garcia 2012).

Oomicetalni fitotoksini, tzv. elicitini, skupina su proteinskih elicitora. Elicitini su
vrlo konzervirani holoproteini (10 kDa) koje izluuju sve vrste roda Phytophthora te
nekoliko vrsta roda Phytium (Kamoun i sur. 1993, Heut i sur. 1995). Vrste roda
Phytophthora izlucuju jedan ili nekoliko izooblika takvih molekula. Elicitini imaju ulogu

kao toksic¢ni i signalni proteini koji induciraju obrambeni odgovor biljke, ukljuc¢ujuc¢i HR 1
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nekrozu lista. Elicitini ne prolaze nikakve post-translacijske modifikacije osim uklanjanja
signalnog peptida prije sekrecije u stani¢énu podlogu. Poznate su dvije strukturne skupine
elicitina (a- i p-elicitini), koje se razlikuju prema svojim bioloskim ucincima. Alfa-elicitini
su kiseli proteini s valinskim aminokiselinskim ostatkom na 13. mjestu, dok su g-elicitini
bazi¢ni proteini s hidrofilnim aminokiselinskim ostatkom (lizinskim ili treoninskim) na
istom polozaju. Aminokiselinski ostatak na 13. mjestu moze biti aktivno ili regulatorno
mjesto klju¢no za toksi¢nost, odnosno odgovorno za nekrozu. Beta-elicitini uzrokuju jac¢u
nekrozu listova te pruzaju bolju zastitu tijekom naknadnog napada patogena u odnosu na a-
elicitine (Yu i sur. 1995).

Elicitini iz razli¢itih vrsta pokazuju razliCite razine toksi¢nosti koje su posljedica
strukturnih obiljezja. Smatra se da je bioloska uloga elicitina prijenos sterola iz biljke
domacina, budu¢i da neke fitopatogene oomicete roda Phytophthora ne mogu same
sintetizirati sterole potrebne za njihov rast i oplodnju. Osim toga, stvaranje kompleksa
elicitin:sterol potrebno je za aktivaciju bioloskih odgovora stanica i biljaka duhana, budu¢i
da se samo elicitini povezani sa sterolom mogu vezati za receptor na plazma membrani
(Ponchet i sur. 1999).

1.4.1. Beta-kriptogein

Beta-kriptogein je proteinski elicitor (elicitin), veli¢ine 10 kDa, kojeg secernira
fitopatogena oomiceta P. cryptogea (Boissy i sur. 1996, Ricci i sur. 1989). Provedena
istrazivanja pokazala su da je rije¢ o proteinu Koji prenosi sterolne komponente (Mikes i
sur. 1997). Trodimenzionalna struktura f-kriptogeina odredena je pomocu kristalografije i
nuklearne magnetske rezonancije (Boissy i sur. 1996). Beta-kriptogein na jednoj strani ima
5 slabije konzerviranih a-petlji, dok je na drugoj strani visoko konzervirana kljunasta
struktura koju oblikuju 2 antiparalelne p-ploce i Q-petlje (Slika 6). Receptore za p-
kriptogein ¢ine glikozilirani heterodimerni proteini smjeSteni na plazma membrani
(Bourque i sur. 1999).

Beta-kriptogein u duhana (Nicotiana tabacum) moze izazvati hipersenzitivni
odgovor i sustavno stjecanje otpornosti prema fitoftori Phytophthora parasitica var.
nicotianae i drugim patogenima (Ricci i sur. 1989, Binet i sur. 2001). Tretman f-
kriptogeinom stimulirao je rast kosmatog korijenja zimske treSnje (Withania somnifera) i

ladoleza (Convolvulus sepium) kao i poveanu sintezu nor-tropanskih alkaloida
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(kalistegina) u korijenju ladoleza (Chaudhuri i sur. 2009). S ciljem boljeg razumjevanja
biokemijskih procesa koje izazivaju elicitini, mnogi su znanstvenici proucavali ucinke /-
kriptogeina na suspenziji stanica duhana (N. tabacum cv. Xanthi). Mehanizam djelovanja
ovog elicitora uklju¢uje mnoge biokemijske dogadaje kao $to su promjene u strujanju iona,
fosforilaciju proteina, aktivaciju NADPH-oksidaze i protein-kinaze, kao i stvaranje
reaktivnih kisikovih jedinki (Viard i sur. 1994, Tavernier i sur. 1995, Pugin i sur. 1997,
Lebrun-Garcia i sur. 1998, Kieffer i sur. 2000, Leborgne-Castel i sur. 2008). U stanicama
duhana BY-2, p-kriptogein povecava transkripciju veéine gena koji su ukljuceni u
fenilpropanoidni biosintetski put te u ovisnosti o kalciju inducira akumulaciju fenolnih
spojeva koji se povezuju sa stani¢nom stijenkom (Amelot i sur. 2011).

O’Donohue i sur. (1996) su sintetizirali gen Kkoji kodira p-kriptogein, Cija je
ekspresija u ekspresijskim sustavima Escherichia coli i Pichia pastoris vodila ka sintezi
bioloski aktivnog g-kriptogeina. Infiltriran u list duhana dobiveni rekombinantni protein
pokazuje nekroti¢nu aktivnost povezanu s obrambenim odgovorom (O’Donohue i sur.
1995, O’Donohue i sur. 1996). Nekoliko istrazivanja opisuje transformaciju genom crypt s
ciljem postizanja rezistencije na napad patogena. Tako je transformacija duhana ovim
genom rezultirala rezistencijom duhana prema P. parasitica var. nicotianae (Tepfer i sur.
1998, Keller i sur. 1999, Donghua i sur. 2004). Chaudhuri i sur. (2009) u svojim su
istrazivanjima pokazali da transformacija sintetickim genom crypt pod kontrolom CaMV
35S promotora uzrokuje povecanje rasta i sinteze sekundarnih metabolita u kulturi
transgenog korijenja zimske tresnje (W. somnifera, povecanje vitanolida) i ladoleza (C.
sepium, povecanje kalistegina) te u transgenom poljskom slaku (Convolvulus arvensis,
povecanje kalistegina). Transformacija genom crypt stimulirala je i akumulaciju flavonoida
u sjemenu transgenog uro¢njaka (Chaudhuri i sur. 2009). Nadalje, transgene biljke bakope
(Bacopa monnieri), koje eksprimiraju gen crypt pokazuju znacajno povecanje sadrzaja
bakopa saponina u odnosu na biljke divljeg tipa. Dobivene transgene linije biljka mogu

posluZiti za proizvodnju bakopa saponina (Majumdar 1 sur. 2012).
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Slika 6. Struktura p-kriptogeina. Preuzeto s Weba 1.

1.5. Inducibilni promotor reguliran alkoholom

Inducibilni promotori su genski promotori koji se koriste za rekombinantnu
ekspresiju, a aktivnost im je regulirana prisutno$c¢u ili odsutnos$éu abiotickih ili biotickih
¢imbenika. Upotreba inducibilnih promotora predstavlja vrlo vrijednu strategiju u
proucavanju ucéinaka promjenjene genske ekspresije unutar biljne stanice. Putem ovih
promotora moguca je kontrola vremena i razine genske ekspresije. Nadalje, upotrebom
inducibilnih promotora moguce je izbjeci Stetne ucinke do kojih moze doé¢i uslijed
konstitutivne ekspresije nekih gena (Hammond-Kosack i sur. 1994).

Inducibilni alkoholni ekspresijski sustav se temelji na alc regulonu iz plijesni
Aspergillus nidulans (Felenbok 1991), a ¢ine ga dvije komponente: AlCR transkripcijski
¢imbenik kojeg kodira alcR gen pod kontrolom konstitutivnog CaMV 35S promora i
promotor alcA gena. Nakon tretmana, induktor stupa u interakciju s transkripcijskim
faktorom AlcR, koji se zatim veze na promotor alcA te potie ekspresiju gena nizvodno od
promotora. U odsutnosti induktora protein AlcR ne moze vezati specificnu sekvencu
promotora alcA koji je povezan s genom od interesa te ne dolazi do njegove ekspresije.
Upotreba alcA ekspresijskog sustava prethodno je opisana u duhanu (N. tabacum, Caddick

i sur. 1998, Slater i sur. 1998, Sweetman i sur. 2002), uro¢njaku (A. thaliana, Roslan i sur.
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2001), krumpiru (Solanum tuberosum, Sweetman i sur. 2002), uljanoj repici (Brassica
napus, Sweetman i sur. 2002), topoli (Populus sp, Filichkin i sur. 2006), rajcici
(Lycopersicon esculentum, Garoosi i sur. 2005) i kosmatom korijenju madagaskarskog
zimzelena (Catharanthus roseus, Peebles i sur. 2007). U biljaka, alcA ekspresijski sustav
odgovara na tretman razli¢itim kemijskim induktorima kao §to su acetaldehid, 2-butanon,
propanol, aceton, etanol i dr. Od svih testiranih induktora, najveca razina ekspresije

transgena postignuta je tretmanom etanolom (Garoosi i sur. 2005, Filichkin i sur. 2006).

1.6. Reaktivne kisikove jedinke i oksidacijski stres

Oksidacijski stres podrazumijeva stanje u kojem su oksidacijsko-redukcijski
procesi u stanicama pomaknuti prema oksidaciji, odnosno to je stanje prekomjernog
stvaranja slobodnih radikala kisika, pri ¢emu dolazi do gubitka ravnoteze stvaranja
slobodnih radikala 1 moguénosti neke stanice da ih razgradi, a rezultira promjenama
vezanim za oStecenje stanica (Sies 1985, Poli i Parola 1997). Promjenu ravnoteze uzrokuju
razli¢iti procesi koji poti¢u stvaranje ROS-a. ROS je zajednicki naziv koji ukljucuje
slobodne radikale kisika kao sto su superoksidni radikal (O,"), hidroksilni radikal (‘OH),
perhidroksil radikal (HO," ), alkoksil (RO") i peroksil (RO,") radikal te neradikalne
spojeve ili molekule kao §to su vodikov peroksid (H»0,), singletni kisik (*O; ) i 0zon (Os)
(Halliwell 1996). Radi se o vrlo reaktivnim molekulama koje mogu stupiti u interakciju s
nizom razli¢itih molekula u stanici kao §to su DNA, ugljikohidrati, lipidi, proteini i dr. te
tako oStetiti razli¢ite stani¢ne komponente. U normalnim uvjetima, ROS se pojavljuju u
stanicama kao Stetni nusprodukti, nastali kao rezultat uzastopne redukcije molekularnog
kisika.

Dosadasnja istrazivanja koja su se temeljila na mehanizmima stvaranja ROS-a i
njegovim funkcijama u biljkama, pokazala su kako je stvaranje i akumulacija ROS-a
specifican odgovor biljke na napad patogenih mikroorganizama (Bowell 2001). Osim §to
imaju ulogu u direktnoj obrani od napada patogena, istrazivanja su pokazala da ROS sluze
1 kao signalne molekule u aktiviranju daljnje biljne zastite koja, izmedu ostalog, obuhvaca i
akumulaciju fitoaleksina te aktivaciju gena ukljucenih u obranu biljke (Van Breusegem i
sur. 2008). Nekoliko enzima ukljuéeno je u proizvodnju ROS-a nakon uspjeSnog
prepoznavanja patogena (Torres 1 sur. 2006). Jedan od prvih dogadaja nakon

prepoznavanja patogena ukljucuje aktivaciju NADPH-oksidaze u plazma membrani
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(Keller i sur. 1998). Stvaranje ROS-a u stani¢nim kulturama tretiranim elicitorima
ponajvise ovisi o aktivnosti enzima apoplastnih peroksidaza i NADPH-oksidaza (Bolwell i
Wojtaszek 1997). Upotreba specifi¢nih inhibitora pokazala je kako su NADPH-oksidaza
membrane i peroksidaze stani¢ne stijenke dva najvjerojatnija biokemijska izvora ROS-a
nakon infekcije patogenom (Grant i sur. 2000). U mnogim biljnim sustavima, stvaranje
ROS-a odvija se u dvije faze; do prve faze stvaranja ROS-a dolazi 10-30 minuta, dok do
druge faze stvaranja ROS-a dolazi 1-3 sata nakon tretmana fungalnim/oomicetalnim
elicitorom (Bolwell i Wojtaszek 1997, Zhao i sur. 2001). Preduvjet za stvaranje ROS-a
predstavlja poveéanje razine slobodnih iona Ca?* unutar citosola (Zhao i sur. 2001, White i
Broadley 2003). U krumpiru su identificirana dva razli¢ita gena za NADPH-oksidazu koja
su odgovorna za stvaranje ROS-a u dvije faze, od kojih je jedan reguliran fosforilacijom
proteina neovisnom o Ca®* (Yoshioka i sur. 2001). Vrlo je vjerojatno da do stvaranja
ROS-a induciranog elicitorom, dolazi ili uslijed aktiviranja NADPH-oksidaze direktnim
vezanjem elicitora ili putem protein-kinaza ovisnih o sustavu Ca®*/kalmodulin (Zhao i sur.
2005).

1.6.1. Pokazatelji oksidacijskog stresa
1.6.1.1. Vodikov peroksid

Vodikov peroksid (H202) je vrlo znacajan reaktivni oblik kisika koji se aktivno
stvara u stanici, a preteca je brojnim drugim radikalima. Budu¢i da je relativno stabilan 1
ima dug zivotni vijek, moZe dospjeti i do stani¢nih lokacija vrlo udaljenih od samog mjesta
nastajanja te proci kroz membranu biljne stanice (Wojtaszek 1997).

U biljnim stanicama uglavnom nastaje tijekom procesa fotosinteze, fotorespiracije
te, u manjoj mjeri, stani¢nog disanja (Bhattacharjee 2005, Slesak i sur. 2007). Do
pojacanog stvaranja H,O, dolazi kada je biljka izlozena razli¢itim stresnim uvjetima
(Foyer i sur. 1997). Smatra se da H,O; takoder ima ulogu signalne molekule koja posreduje
u otpornosti biljaka na bioticki 1 abioticki stres, ali takoder 1 u procesima rasta 1 razvoja
biljke (Bhattacharjee 2005, Slesak i sur. 2007).

Patogenom inducirana proizvodnja H,O, ima nekoliko uc¢inaka. Peng i Kuc (1992)

isticu kako H,O, ima direktno toksi¢no djelovanje na mikroorganizme. Osim toga,
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posebno je vazna signalna uloga H,O, koja dovodi do SAR (Noctor i Foyer 1998) te
upravljanja hipersenzitivnim odgovorom tijekom smrti stanice (Tenhaken i sur. 1995).
Odsutnost gena za NADPH-oksidazu (NOX) u uro¢njaka smanjuje proizvodnju
H.0,, a time smanjuje i obrambene reakcije protiv patogena (Torres i sur. 2002). NOX
prenosi elektrone sa citoplazmatskog NADPH na molekularni kisik pri ¢emu nastaje O,"
(Simon-Plas i sur. 2002). Nastali superoksidni ioni podlijezu reakciji dismutacije koju
katalizira superoksid dismutaza (SOD), pri ¢emu nastaje H,O, koji se nakuplja na mjestu
napada (Thordal-Christensen 1997). Unutarstani¢na razina H,O, regulirana je Sirokim
rasponom enzima od kojih su najvazniji katalaza i razli€ite peroksidaze koje nastali H,O;

uklanjanju prevodenjem u vodu.

1.6.1.2. Lipidna peroksidacija

Kao pokazatelj oksidacijskog stresa najces¢e se mjere krajnji produkti lipidne
peroksidacije (npr. malondialdehid), budu¢i da im je vrijeme poluzivota duze nego U
slobodnih radikala, $to je pogodno za mjerenje. Povecanje koncentracije ROS najprije se
odrazava na pojacanoj peroksidaciji lipida, koji se pri normalnim uvjetima u organizmu
peroksidiraju malo ili se uopée ne peroksidiraju. Lipidna peroksidacija (LPO) pocinje
napadom radikala na alilni vodik nezasi¢ene masne kiseline Cime zapocinje lancana
reakcija peroksidacije. Ove reakcije narusavaju temeljnu strukturu, biofizikalne znacajke i
konformaciju masnih kiselina, ¢ime se narusava i cjelovitost bioloske membrane (Feher i

sur. 1987, Braughler i Hall 1989).

Lipidna peroksidacija predstavlja vrlo vaznu znacajku stani¢ne smrti te tipi¢nu
obrambenu reakciju do koje dolazi tijekom interakcije biljka-patogen. Istrazivanja utjecaja
oomicetalnih elicitora na lipidnu peroksidaciju pokazuju kako se nakon tretmana krumpira
elicitorom oomicete P. infestans povecava aktivnost lipooksigenaze (LOX), klju¢nog
enzima lipidne peroksidacije koji ima ulogu u formiranju hidroperoksida koji se vrlo brzo
prevode u seriju reaktivnih spojeva (Gobel i sur. 2003). Takoder je pokazano kako je
lipidna peroksidacija u listu duhana povezana sa HR induciranim f-kriptogeinom
(Rusterucci i sur. 1999).
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1.7. Antioksidacijski sustav biljne obrane

Tijekom evolucije acrobnih organizama razvili su se razli¢iti mehanizmi zastite od
Stetnog utjecaja ROS (Halliwell 1999). Kako bi uspjesno sprijecile i/ili smanjile oStec¢enja
nastala uslijed oksidativnog stresa, biljke su razvile kompleksan antioksidativni
mehanizam regulacije ROS-a. Uklanjanje ROS-a u biljnim stanicama odvija se pomoc¢u
razli¢itih komponenata enzimskog ili neenzimskog antioksidacijskog obrambenog sustava
(Alscher i sur. 2002). Neenzimski sustav ¢ine antioksidansi kao npr. flavoni, tokoferoli,
antocijanini, karotenoidi i askorbinska kiselina, dok enzimski antioksidacijski sustav
biljaka ¢ine antioksidacijski enzimi. Najvazniji enzimi su superoksid-dismutaze (SOD),
katalaze (CAT), askorbat-peroksidaze (APX), gvajakol-peroksidaze (GPOD) i druge
nespecifiéne peroksidaze (Ashraf 2009). Ovi enzimi dolaze u razli¢itim izoenzimskim
oblicima prisutnim u razli¢itim stani¢énim odjeljcima. Njihova je ekspresija geneticki
kontrolirana te je prema potrebi regulirana razvojnim i okoli§nim podrazajima kako bi se

uklonio proizvedeni ROS u stanicama (Di Cagno 2001, De Gara 2003).

1.7.1. Superoksid-dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) pripada skupini metaloenzima, a
katalizira dismutaciju superoksidnih radikala (O,") u vodikov peroksid (H-05), pri éemu se

jedna molekula O," oksidira u O,, a druga reducira u H,O,, prema reakciji:

20, +2H'— H,0, + 0,.

SOD se unutar stanice nalazi u gotovo svim substani¢nim odjeljcima u kojima
dolazi do stvaranja ROS-a te ima klju¢nu ulogu u obrani stanice od oksidativnih o$tec¢enja
(Elstner 1991, Scandalios 1993). Na temelju metalnih iona koji su kofaktori enzima, u
biljkama razlikujemo tri skupine izoenzima SOD: Zeljezo-ovisne SOD (FeSOD), mangan-
ovisne SOD (MnSOD) i bakar-cink-ovisne SOD (CuzZnSOD). Navedene skupine
izoenzima SOD su unutar stanice smjestene u razli¢itim odjeljcima. Tako se FeSOD nalazi
unutar kloroplasta, MnSOD unutar mitohondrija i peroksisoma, dok se izoenzimi
CuzZnSOD nalaze u kloroplastima, citosolu i izvanstanicnom prostoru (Alscher i sur.
2002).
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Brojna istrazivanja pokazuju kako se povecane aktivnosti SOD javljaju u biljaka
koje su izlozene razli¢itim okoli§nim stresnim ¢imbenicima kao npr. susi (Sharma i Dubey
2005) i povecanoj koncentraciji teskih metala (Mishra i sur. 2011). Osim toga, povecane
aktivnosti SOD javljaju se i uslijed stvaranja velikih koli¢ina ROS do kojih dolazi tijekom
interakcije izmedu biljke i patogena. Tako je npr. poveéana ekspresija gena za CuZnSOD i
povecana aktivnost ovog enzima zabiljezena tijekom sustavne otpornosti (inducirane
acibenzolar-S-metilom) prema antraknozi, oboljenju koje uzrokuje patogen Colletotrichum
orbiculare (Deepak i sur. 2006). U stanicama ruze tretiranim elicitorom fitoftore takoder
dolazi do povecéanja aktivnosti SOD (Auh i Murphy 1995), kao i u kulturi transgenog
korijenja korejskog zensena (Panax ginseng) i americkog ginsenga (Panax quinquefolium)
tretiranog metil-jasmonatom (Ali i sur. 2005). Povecane aktivnosti SOD ¢esto su u
korelaciji s povecanom tolerancijom biljaka na okolisne stresne ¢imbenike (Gupta i sur.

1993).

1.7.2. Katalaza

Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) katalizira pretvorbu vodikovog peroksida u vodu i
kisik prema reakciji:

2H,0, — 2H,0 + O,.

Biljne katalaze su tetramerni hemoproteini koji se nalaze uglavhom u
peroksisomima i glioksisomima. CAT je enzim visokog kapaciteta ali niskog afiniteta za
razgradnju H,O, te ima veéu brzinu ali mnogo nizi afinitet za H,O, od peroksidaze
(Willkenes i sur. 1995.). Smatra se kako je CAT kompetitor enzimu GPOD buduéi da
koriste isti supstrat. CAT je aktivna samo pri relativno visokim koncentracijama H,O,, dok
se nize koncentracije H,O, uklanjaju pomoc¢u GPOD (Gadjev i sur. 2008). Ova cinjenica
govori da je CAT odgovorna za uklanjanje veé¢ine H,O, u uvjetima oksidacijskog stresa.
lako Kkatalaze imaju vaznu ulogu u uklanjanju veéine H,O,, zbog visokog afiniteta za H,0,
1 prisutnosti na razli¢itim lokacijama unutar stanice, peroksidaze uklanjaju onaj H,O, koji

je CAT nedostupan (Van Breusegem i sur. 2001).
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1.7.3. Gvajakol-peroksidaze

Peroksidaze su enzimi koji kataliziraju redoks reakcije izmedu vodikovog

peroksida i razli¢itih reducensa (Hiraga i sur. 2001):

RH; + H,O, —-R + H,0.

Gvajakol-peroksidaze (GPOD, EC 1.11.1.7) pripadaju biljnim peroksidazama
razreda I11, koje imaju velik broj izooblika i razli¢ito reguliranu ekspresiju, a uklju¢ene su
u brojne stani¢ne procese tijekom razvoja biljaka, u odgovore biljaka na stresne ¢imbenike
iz okolisa te sudjeluju u obrani biljaka od patogena zbog svojih baktericidnih i fungicidnih
svojstava (Gaspar i sur. 1991, Passardi i sur. 2005). Hiraga i sur. (2001) isticu kako je
nekoliko GPOD izoenzima u biljkama inducirano tijekom ranjavanja i infekcije
patogenom, $to naglasava njihovu vaznost u obrani biljke. Aktivnost GPOD u korelaciji je
s biljnom obranom protiv patogena (Jwa i sur. 2006). Osim $to sudjeluju u obrambenim
odgovorima tijekom napada patogena, peroksidaze imaju vaznu fizioloSku ulogu u sintezi
polimera stani¢ne stijenke koji predstavljaju fizicku barijeru protiv biotickog i abioti¢kog
stresa (Quiroga i sur. 2000). Budu¢i da GPOD imaju veci afinitet za H,O, od CAT, njihova
je uloga u uklanjanju ROS-a tijekom oksidativnog stresa vaznija od uloge koju ima CAT
(Gill i Tuteja 2010).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Osnovna hipoteza rada je da inducibilna ekspresija f-kriptogeina u transgenom
korijenju utje¢e na sintezu fenolnih spojeva, te u skladu s tim i na sadrzaj ukupnih topljivih
fenola, ruzmarinske i kavene kiseline u tkivu te na njihovu sekreciju u tekuéu hranjivu
podlogu. Osim toga, pretpostavka je da se utjecaj endogeno sintetiziranog S-kriptogeina
odrazava i na rast trasgenog korijenja. Kako je jedan od ranih odgovora biljke na bioti¢ke
elicitore stvaranje reaktivnih kisikovih jedinki o¢ekuje se da ¢e elicitacija S-kriptogeinom

utjecati i na oksidacijsko/antioksidacijski status transgenog korijenja ukrasne koprive.

Kako bi se istrazila utemeljenost hipoteza postavljeni su slijede¢i istrazivacki ciljevi:

» Transformirati stanice ukrasne koprive binarnim vektorom koji sadrzi gen crypt

(pBINSRNA-CRYPT) te iz njih regenerirati transgeno korijenje;

= (Qdrediti uc¢inak inducibilne ekspresije f-kriptogeina na rast transgenog korijenja
ukrasne koprive te na sadrzaj fenolnih spojeva, ruzmarinske i kavene kiseline u

tkivu 1 tekucoj hranjivoj podlozi;

= QOdrediti ucinak geneticke elicitacije p-kriptogeinom na

oksidacijski/antioksidacijski status transgenog korijenja ukrasne koprive.
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Pri izradi ovoga rada upotrijebljene su sljede¢e kemikalije:

Aceton (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Akrilamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Coomassie briljant plavo G-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Agar (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
2-Amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Amonijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Amonijev peroksodisulfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Anorganske soli za pripremu MS hranjive podloge (Tablica 1. Kemika, Zagreb,
Hrvatska)

Baktotripton (Difco, BD, Franklin Lakes, SAD)

Bisakrilamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Borna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Bromfenol plavilo (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Dietil-pirokarbonat (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Ekstakt kvasca (Difco, BD, Franklin Lakes, SAD)

Etanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Etidijev bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Etilendiamintetraoctena kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Folin-Ciocalteau reagens (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Formaldehid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Fosfatna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Galna kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Glicerol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Glicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Govedi ekstrakt (Difco, BD, Franklin Lakes, SAD)

Gvajakol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Mio-inozitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Kalijev cijanid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Kalijev dihidrogen fosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
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Kalijev hidrogen fosfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Kanamicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Karbenicilin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Kavena kiselina (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Klorovodi¢na kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
S-Merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska; Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Metionin (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Natrijev dodecil sulfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Natrijev karbonat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev tiosulfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, reducirani (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Nikotinska kiselina (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, SAD)
Nitro-plavi tetrazolijski klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Octena kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Pepton (Difco, BD, Franklin Lakes, SAD)

Piridoksin-HCI (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, SAD)
Polivinil-polipirolidon (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Riboflavin (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, SAD)
Ruzmarinska kiselina (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Saharoza (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Srebrov nitrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Sulfatna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Tetrametiletilendiamin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Tiamin-HCI (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, SAD)
Tiobarbituratna kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Titanov reagens (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Trikloroctena kiselina (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Vodikov peroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
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3.1.2. Komercijalni kompleti i proteini

Pri izradi ovoga rada upotrijebljeni su sljede¢i komercijalni kompleti i proteini:

PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega, Madison, SAD)

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka)

Dynabeads® mRNA Direct™ Micro kit (Dynal, Oslo, Norveska)

Set deoksiribonukleotida (dATP, dTTP, dCTP, dGTP; Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, SAD)

GoTaq DNA polimeraza (Promega, Madison, SAD)

Reverzna transkriptaza RevertAid™ H Minus M-MuLV (Fermentas, St. Leon-Rot,
Njemacka)

Inhibitor RNaze RiboLock™ (Fermentas, St. Leon-Rot, Njemacka)

Rekombinantni inhibitor Rnaze RnaseOUT™
Carlsbad, SAD)

Albumin govedeg seruma (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

(Invitrogen, Life Technologies,

Rekombinantni p-kriptogein (dar dr. sc. Michaela O’Donohuea)

3.1.3. Standardi duljine odsjec¢aka DNA i molekularne mase

Kao standard duljine odsjecaka DNA koriSteni su:

Direct Load Step Ladder, 50 bp (Sigma-Aldrich, St. Luis, SAD)

Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas, St. Leon-Rot, Njemadka)
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix, ready-to-use (Fermentas, St. Leon-Rot,
Njemacka)

Kao standard molekularne mase proteina pri SDS-PAGE analizi koristen je:

BIO-RAD Precision Plus Protein™ Standard (BIO-RAD, Hercules, CA, SAD)

3.1.4. Oligonukleotidne pocetnice

Pocetnice upotrijebljene u ovom radu sintetizirala je tvrtka Invitrogen (Life

Technologies, Carlsbad, SAD) i Sigma-Aldrich (St. Luis, SAD). U Tablici 1. navedene su

sve koriStene pocetnice sa oligonukleotidnim slijedom i1 ocekivanom velicinom PCR

produkta.
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Tablica 1. Sljedovi oligonukleotidnih pocetnica koriSteni za umnaZzanje odsjecaka gena (ili

genskog transkripta) crypt, orf13, virB10 i f-actin lan¢anom reakcijom polimeraze.

5-TCCGGTCGACATGGCTTGCACTGCTAC
5-CCATGTCGACCTACAAGGAAGAGCACTTGT S290P
5'-CAGCTTCTAAATGTGGTGGAGGCC
5-CCTTGCCGATTGCCAGTATGGC 950p
5'CAATCCCGATCAAGTCGTGCGC
5'AGACGCCAACCTCGTGAAACCG —
5'GTCGCTCCTGAAGAGCACCCTG 418 bp (gen. DNA)
5'CTCGGCAGTTGTGGTAAACATGTAG 330 bp (cDNA)
5'GCTAGTGGCCGTACAACAG 218 bp (gen. DNA)
5'CAGTGAGATCACGACCAGC 130 bp cDNA

Oligo d(T)1s pocetnice (Fermentas, St. Leon-Rot, Njemacka)

3.1.5. Hranjive podloge
3.1.5.1. Hranjiva podloga po Murashige i Skoog-u

U Tablici 2. naveden je sastav Murashige i Skoog (MS) hranjive podloge
(Murashige i Skoog 1962). Nakon pripreme podloge pomocu 0.5 M NaOH podesen je pH
na 5.7. Hranjiva podloga sterilizirana je u autoklavu 10 minuta pri temperaturi od 121 °C 1
tlaku 0.15 MPa. Kruta je hranjiva podloga pripremljena dodatkom 0.8% (w/v) agara u
teku¢u hranjivu podlogu. Nakon sterilizacije kruta je podloga razlivena u Petrijeve

zdjelice.
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Tablica 2. Sastav MS hranjive podloge.

Sastav Koncentracija (mg x L)

Makroelementi
NH;NO3
KNO3
CaCl, x 2H,0
MgSO, x 7TH,0
KH,PO4
Mikroelementi
H3;BO;
MnSO, x H,0O
ZnSO4 x H,O
Kl
NaMoO, x 2H,0
CuS0O4 x 5H,0
CoCl; x 6H,0
FeSO,4 x 7TH,0
Na,EDTA x 2H,0
Organski dodaci
m-Inozitol
Nikotinska kiselina
Tiamin-HCI
Piridoksin-HCI
Glicin

Saharoza

1650
1900
755
370
170

6.2
16.9
8.6
0.83
0.25
0.025
0.025
27.8
37.3

100

10

20000
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3.1.5.2. Bakterijske hranjive podloge

Bakterije su uzgajane na krutim i teku¢im LB (Lauria Bertani) i YEP (engl. Yeast
Extract Peptone) hranjivim podlogama. Nakon pripreme, podlogama je pomocu 0.5 M
NaOH podesen pH te su podloge sterilizirane u autoklavu 10 minuta pri temperaturi od 121
°C i tlaku 0.15 MPa. Kruta je hranjiva podloga pripremljena dodatkom 1.5% (w/v) agara u

tekucu hranjivu podlogu. Nakon sterilizacije podloga je razlivena u Petrijeve zdjelice.

LB tekuca hranjiva podloga, pH 7.0:

Baktotripton 10gxL*
Ekstrakt kvasca 5g x L™
NaCl 10gxL*

YEP tekuéa hranjva podloga, pH 7.0:

Govedi ekstrakt 5 gx L™
Ekstrakt kvasca 1 gx L™
Pepton 1gxL™
Saharoza 5gxL*t

3.1.6. Biljni materijal

Pocetni biljni materijal za izradu ovog rada bio je Sareni kultivar ukrasne koprive
(C. blumei Benth.) kojeg karakteriziraju tamno crveni listovi s tankim zelenim obrubom
(Slika 7A). Eksperimentalne biljke su rasle u kulturi in vitro, u Erlenmayerovim tikvicama
(300 mL) u 50 mL krute hranjive podloge MS s 3% (w/v) saharoze. Biljke su uzgajane u
klima komori na +25 °C, pod umjetnom rasvjetom fluorescentnih lampi (49 W, 400-700
nm, 2000 lux) sa 16 satnim fotoperiodom. Svakih su 10 tjedana biljke umnazane metodom
nodalnih odsjecaka. Za potrebe pokusa geneti¢ke transformacije koriStene su tromjesecne
biljke (Slika 7B).

U istrazivanju je koriStena i kultura kosmatog korijenja ukrasne koprive (linija
OA4), dobivena transformacijom pomocu bakterije A. rhizogenes, soja A4 (pRiHRI), koju
su uspostavili 1 opisali Bauer i suradnici (2009). Linija OA4 ne nosi gen crypt te je

posluZila kao kontrolna linija.
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Slika 7. A) Sareni kultivar ukrasne koprive (C. blumei Benth.). B) Tromjese¢na biljka
sarenog kultivara ukrasne koprive uzgojena in vitro na hranjivoj MS podlozi s 3% (w/v)
saharoze i 0.8% (w/v) agara, umnozena metodom nodalnih odsje¢aka. Foto: N. Bauer i R.

Vukovic.

3.1.7. Bakterije

Geneticka transformacija lisnih eksplantata ukrasne koprive izvedena je pomocu
bakterija A. rhizogenes, soja A4, koji sadrzi binarni vektor pBinSRNA-CRYPT (Slika 8).
Za potrebe transformacije, bakterijske su kulture uzgajane na tresilici pri +28 °C, u YEP
hranjivoj podlozi s dodatkom kanamicina (30 mg x L) za selekciju bakterija s
transformacijskim vektorom. Dva dana stara suspenzija agrobakterija upotrijebljena je za
inokulaciju lisnih eksplantata.

Kod binarnih vektorskih sustava regija T-DNA i geni vir smjesteni su na razli¢itim
plazmidima unutar iste agrobakterijske stanice. T-DNA se nalazi na binarnom vektoru, dok

se geni vir (odgovorni za virulenciju) nalaze na pomoénom plazmidnom tzv. vir-vektoru
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(Lee i Gelvin 2008). Binarni vektor pBinSRNA-CRYPT sadrzi gen alcR, koji je pod
kontrolom CaMV 35S promotora i nos terminatora te sinteticki gen crypt (O'Donohue i
sur. 1995) koji se nalazi pod kontrolom alcA promotora i nos terminatora (Slika 8).
Transformacijski vektor dobiven je modifikacijom binarnog vektora pBinSRNACatN
(Syngenta, Berkshire, UK) tako Sto je gen Cat izrezan i zamjenjen sintetickim genom
crypt. U usporedbi sa sekvencom prirodnog gena crypt, sintetizirani gen crypt ima
promijenjen nukleotidni slijed koji ukljucuje restrikcijska mjesta, dok aminokiselinski
slijed elicitora nije promijenjen. Genski ekspresijski sustav induciran alkoholom temelji se
na alc regulonu iz kvasca A. nidulans (Felenbok 1991) a sastoji se od dvije komponente:
transkripcijskog faktora AlcR koji je kodiran genom alcR i od promotora gena alcA (alcA

promotor).

tnos
palch

binSRNA-CRYPT

16518 bp crypt
[ ] tnos

Slika 8. Mapa binarnog vektora pBinSRNA-CRYPT. pCaMV 35S: konstitutivni promotor
gena za 35S RNA virusa mozaika cvjetace; alcR: gen za transkripcijski faktor AlcR; tnos:
nos terminator; palcA: promotor alkohol-dehidrogenaze; crypt: gen za p-kriptogein; nptll:
gen za neomicin-fosfotransferazu Il (otpornost na aminoglikozidne antibiotike); RB: desna

grani¢na sekvenca; LB: lijeva grani¢na sekvenca.
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3.2. Metode
3.2.1. Tretman rekombinantnim g-kriptogeinom

Kako bi predvidjeli ucinke proteinskog produkta transgena crypt, prije
transformacije je kosmato korijenje linije OA4 tretirano rekombinantnim f-kriptogeinom.
Beta-kriptogein, koriSten u pokusu, rekombinantni je protein kodiran sintetickim genom
crypt, dobiven pomocu ekspresijskog sustava kvasca P. pastoris (O'Donohue i sur. 1995).
lako je nukleotidni slijed sintetiziranog gena crypt u usporedbi sa slijedom prirodnog gena
crypt malo promijenjen, ta promjena nije utjecala na slijed aminokiselina u proteinu.
Matiéna otopina f-kriptogeina (0.1 mg x mL™) pripremljena je u vodi te sterilizirana
filtriranjem kroz filtar veli¢ine pora 0.22 um. Kosmato je korijenje tretirano 4. dan
subkulture dodatkom maticne otopine kriptogeina u tekuc¢u hranjivu MS podlogu u
konagnoj koncentraciji 62.5 ng x mL™. Za odredivanje sadrZaja ukupnih topljivih fenola u
tkivu i tekucoj hranjivoj podlozi korijenje je uzorkovano 17. dan subkulture, dok je

hranjiva podloga uzorkovana svaka tri dana.

3.2.2. Transformacija lisnih eksplantata ukrasne koprive i indukcija transgenog
korijenja

Transformacija lisnih eksplantata ukrasne koprive, indukcija i selekcija transgenog
korijenja napravljeni su prema metodi koju su opisali Bauer i sur. (2002). Listovi
tromjese¢nih biljaka narezani su na eksplantate veli¢ine 1 cm? te inkubirani 15 minuta u
suspenziji agrobakterija koja je dobivena tako S$to su bakterije A. rhizogenes A4
pBIiNSRNA-CRYPT iz dvodnevne kulture, uzgojene u tekucoj YEP podlozi, resuspendirane
u tekucoj podlozi MS. Kontrolni lisni eksplantati su inkubirani u istoj, autoklaviranoj
suspenziji te sluze kao kontrola uspjesnosti poticanja korijenja na lisnim eksplantatima.
Nakon inkubacije, eksplantati su ocijedeni na sterilnom filtar-papiru i inokulirani na krutu
MS hranjivu podlogu bez dodatka regulatora rasta, tako da je gornja strana lisne plojke
polegnuta na podlogu. Nakon dva dana, eksplantati su 2 sata inkubirani u teku¢oj podlozi
MS uz dodatak karbenicilina (500 mg x L) na tresilici (100 rpm), potom su ocijedeni na
sterilnom filtar-papiru i subkultivirani na krutu MS hranjivu podlogu s dodatkom
karbenicilina (500 mg x L™) te inkubirani u tami na +25 °C. Tri tjedna nakon inokulacije,
izrasli korijenc¢i¢i duzine 0.5 cm odrezani su s inokuliranih eksplantata te je svaki pojedini

korijenci¢ prenesen na krutu MS podlogu s dodatkom karbenicilina (500 mg x L™), kako bi
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se eliminirala kontaminacija agrobakterijama. Korijenje je raslo na +25 °C u tami. Nakon
dvije trotjedne subkulture, korijenje je subkultivirano na MS podlogu bez dodatka

antibiotika.

3.2.3. Kultura biljnog tkiva

Rad s kulturom biljnog tkiva odvijao se u sterilnim uvjetima, ukljucujuéi sav
laboratorijski pribor i posude, otopine i hranjive podloge. Tkivo je presadivano u kabinetu
za rad u sterilnim uvjetima s laminarnim protokom zraka, ¢ija je radna povrSina
dezinficirana 70% -tnim etanolom i sterilizirana UV svjetlom.

Transgeno korijenje ukrasne koprive uzgajano je u Petrijevim zdjelicama (@ 9 cm)
na tekucoj (8 mL) MS hranjivoj podlozi u inkubatoru u tami pri +28 °C i krutoj (20 mL)
MS podlozi pri +25 °C, bez dodatka regulatora rasta. Kultura transgenog korijenja je na
krutoj podlozi odrzavana subkultiviranjem svakih 6 tjedana, dok je na tekucoj podlozi
odrzavana subkultiviranjem svaka 2 tjedna na svjezu podlogu. Korijenje na tekuéoj podlozi
uzgaja se staticno u malo medija §to osigurava adekvatnu opskrbljenost tkiva kisikom.
Budu¢i da korijencié¢i rastom pregraduju odjeljke, tijekom uzgoja sadrzaj je u Petrijevim

zdjelicama potrebno jednom dnevno promijesati kako bi se homogenizirao sastav podloge.

3.2.4. 1zdvajanje plazmidne DNA iz bakterije A. rhizogenes

Plazmidna DNA iz bakterijskih stanica izdvojena je pomocu komercijalnog
kompleta PureYield™ Plasmid Miniprep System prema uputama proizvodada. Sustav
omogucava brzo izdvajanje vrlo kvalitetne plazmide DNA pomocu kolonica sa silika
membranom.

Jedna bakterijska kolonija inokulirana je u 2 mL LB tekuce hranjive podloge s
dodatkom kanamicina (30 pg x mL™) te inkubirana 2 dana pri +28 °C na tresilici (200
rpm). Suspenzija bakterija (0.6 mL) iz prekono¢ne kulture centrifugirana je 5 min na 5 000
g. Dobiveni talog bakterijskih stanica resuspendiran je u 100 uL pufera za lizu stanica (Cell
Lysis Buffer) i promijesan inverznim okretanjem mikroepruvete. Po zavrsetku lize stanica,
u mikroepruvetu je dodano 350 pL hladne otopine za neutralizaciju (Neutralization
Solution) te dobro promijesano okretanjem mikroepruvete. Nakon neutralizacije, smjesa je

centrifugirana 3 minute na 16 200 g. Dobiveni supernatant prebacen je na mini kolonu
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(PureYield™) te centrifugiran 15 sekundi na 16 200 g. Dodatkom 200 uL otopine za
ispiranje (Endotoxin Removal Wash) i centrifugiranjem 15 sekundi s kolone su uklonjeni
proteini, RNA i endotoksini. Nakon toga je kolona dodatno isprana s 400 uL otopine za
ispiranje (Column Wash Solution) uz 30 sekundi centrifugiranja na 16 200 g. Pro¢is¢ena
plazmidna DNA je s kolonice eluirana pomocu 30 pL pufera za eluciju (Elution Buffer) i
centrifugiranjem na 16 200 g 15 sekundi te je pohranjena na —20 °C. Izdvojena plazmidna

DNA koristena je kao pozitivna kontrola kod PCR analize.

3.2.5. Izdvajanje genomske DNA iz tkiva transgenog korijenja

Genomska je DNA iz tkiva korijencica izdvojena pomoc¢u komercijalnog kompleta
DNeasy Plant Mini Kit, prema uputama proizvodaca. Vr$kovi korijencica, duzine 1 cm, su
nakon uzorkovanja oprani u sterilnoj dH,O i posuseni filtar-papirom. Sto mg svjezeg tkiva
zajedno sa Celiénim zrncem (@ 3 mm), stavljeno je u mikroepruvetu volumena 2 mL
smrznuto u teku¢em dusiku te usitnjavano pomoc¢u homogenizatora TissueLyser (Qiagen,
Hilden, Njemacka) tijekom 90 sekundi pri vibracijskoj frekvenciji od 25 Hz. Na usitnjeno
tkivo dodano je 400 pL pufera za lizu (AP1) i 4 uL otopine ribonukleaze A (RNaza A, 100
mg x mL™) te je smjesa inkubirana 10 minuta na +65 °C kako bi se lizirale stanice i
razgradile molekule RNA. Nakon lize tkiva, proteini 1 ugljikohidrati u lizatu istaloZeni su
pomoc¢u 130 pL pufera koji sadrzi veliku koncentraciju kaotropne soli (AP2). Stani¢ni
ostaci i nastali talog uklonjeni su pomoc¢u QIAshredder kolonice kratkim centrifugiranjem
smjese 2 minute na 16 200 g. Zatim je bistrom lizatu dodan 1.5 volumen pufera za
vezanje/etanol (AP3/E) kako bi se omogucila adsorpcija DNA na silica membranu. Smjesa
je naneSena na kolonu DNeasy i centrifugirana 1 minutu na 6 000 g. DNA se veze za
membranu dok su proteini i ugljikohidrati isprani dodatkom 500 pL pufera za ispiranje
(AW) i centrifugiranjem 1 minutu na 6 000 g, postupak ispiranja je dva puta ponovljen.

Procis¢ena je DNA s kolonice eluirana pomoc¢u 100 L. mqHO te pohranjena na +4 °C.

3.2.6. Lancana reakcija polimerazom

Uspjesnost transformacije potvrdena je metodom lancane reakcije polimerazom
(engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) umnazanjem odsjecka gena crypt veli¢ine 329 bp

i gena orfl3 veli¢ine 498 bp. Plazmidna DNA, izdvojena iz bakterije A. rhizogenes,
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posluzila je kao pozitivna kontrola, dok je genomska DNA, izdvojena iz korijenja divljeg
tipa ukrasne koprive, posluzila kao negativna kontrola. Kako bi dokazali odsutnost
kontaminacije agrobakterijama u kulturi kosmatog korijenja, reakcijom PCR umnazan je i
odsjecak gena VvirB10 veli¢ine 644 bp. Reakcijska smjesa ukupnog volumena 50 pL
sastojala se od 50 ng kalupa DNA, 0.2 mM smjese svakog dNTP-a, 0.2 uM svake
pocetnice, 1.0 U GoTaq DNA polimeraze i 1 x pufera za PCR. Slijedovi oligonukleotidnih
pocetnica navedeni su u Tablici 1. Reakcija PCR odvijala se u 35 ciklusa u uredaju za PCR
Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Hauppauge, SAD), a uvjeti rekcije PCR navedeni su
u Tablici 3.

Tablica 3. Uvijeti reakcije PCR za umnazanje gena crypt, orf13, virB10.

Uvjeti reakcije PCR Temperatura
Pocetna denaturacija 95 °C 3 min
35 ciklusa:
Denaturacija 95°C 45s
Sparivanje pocetnica 55 °C (orf13; crypt) 58 °C (virB10) 45s
Produljivanje lanca DNA 72°C 1 min
Zavrsno produljivanje lanca DNA 72 °C 5 min

3.2.7. Odredivanje koli¢ine i kakvoée DNA

Masena koncentracija DNA (plazmidne, biljne genomske i cDNA) mjerena je
spektrofotometrijski na 260 nm pomocu instrumenta NanoVue (GE Healthcare, Freiburg,
Njemacka). Mjerenjem omjera Ageo/Aszgo dobivena je informacija o Cisto¢éi DNA (Cista
DNA ima omjer od 1.8 do 2.0).

Plazmidna DNA, genomska DNA i PCR produkti analizirani su horizontalnom
elektroforezom u agaroznom gelu. Agarozni gel (1%, w/v) za razdvajanje genomske DNA
pripremljen je otapanjem agaroze u 1 x TAE puferu (40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH
8.0), dok je za razdvajanje PCR produkata koristen 1.5% (w/v) agarozni gel pripremljen u
0.5 x TBE puferu (45 mM Tris-borat, 1 mM EDTA, pH 8.3). Uzorci DNA su prije
nanoSenja na gel pomijesani s puferom za nanoSenje uzoraka (6 x) u konacnoj
koncentraciji 1 x. Kao standardi za odredivanje duljine odsje¢aka DNA koriSteni su: Gene

Ruler™ DNA Ladder Mix, Direct Load Step Ladder 50 bp i Gene Ruler™ 100 bp DNA
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Ladder Plus. Elektroforeza je provedena u kadici za horizontalnu elektroforezu RunOne™
Electrophoresis Cell (Embi Tec, San Diego, SAD) u odgovaraju¢em puferu (1 x TAE za
genomsku DNA 1 0.5 x TBE za PCR produkte) pri jakosti elektricnog polja 5 V x cm™ sve
dok se narancasta boja Orange G ne pribliZi rubu gela. Elektroforezom se DNA razdvaja
na vrpce koje su nakon bojanja gela u otopini etidijeva bromida (0.5 pg x mL™)
vizualizirane pomo¢u UV transiluminatora te dokumentirane fotografiranjem pomocu

kamere Kodak EDAS 290 (Eastman Kodak, New Haven, SAD).

3.2.8. Indukcija sinteze g-kriptogeina u transgenom korijenju

Za istrazivanje sinteze fenolnih spojeva odabrane su cetiri linije transgenog
korijenja ukrasne koprive, linija O3, linija O5 i linija O6 koje sadrze gen crypt te linija
OA4 kao kontrolna linija bez gena crypt. Svaka linija predstavlja razli¢iti transformacijski
dogadaj.

Do stavljanja u pokus korjenci¢i su subkultivirani svaka 2 tjedna. Za provodenje
eksperimenta, korijencic¢i su rasli u dvije faze. U prvoj fazi rasta je oko 200 mg korijencica
subkultivirano na tekucu hranjivu MS podlogu. U ovoj fazi koja je trajala dva tjedna
induciran je rast korijen¢i¢a, nakon ¢ega su izrasli korijenc¢ié¢i (oko 1 g tkiva) presadeni u 8
mL svjeze teku¢e MS hranjive podloge. Presadivanjem korijenci¢a u svjezu podlogu
zapoinje 2. faza rasta, odnosno faza indukcije sekundarnih metabolita. Cetvrti dan
subkulture (0. dan tretmana = ocekivana indukcija gena crypt) tkivo je, nakon §to se
prilagodlo novoj hranjivoj podlozi, tretirano etanolom u kona¢noj koncentraciji 1% i 2%
kako bi se inducirala ekspresija gena crypt. Kontrolno je tkivo tretirano odgovaraju¢om
koli¢inom sterilne diH,0, volumenom koji odgovara volumenu etanola.

Tkivo i hranjiva podloga za odredivanje sadrzaja ukupnih topljivih fenola i za HPLC
analizu uzorkovani su u odredenim vremenskim intervalima: neposredno prije tretmana
etanolom, zatim 7., 14. i 21. dan nakon indukcije etanolom. U svakoj je vremenskoj tocki
uzorkovano 250 mg tkiva i 0.2 mL hranjive podloge iz svake Petrijeve zdjelice, dok je za
potrebe HPLC analize, 14. dan, uzorkovan 1 mL hranjive podloge. Neposredno nakon
uzorkovanja, tekuca je hranjiva podloga centrifugirana 10 min pri 16 200 g kako bi se
uklonile zaostale stanice. Svaka istrazivana linija transgenog korijenja, u kojoj je ekspresija
gena crypt inducirana etanolom (1% i 2%), uzgajana je u triplikatu te su eksperimenti

ponovljeni tri puta.
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3.2.9. Izdvajanje ukupne glasni¢ke RNA iz tkiva transgenog korijenja

Ukupna glasnicka RNA (mMRNA) izdvojena je pomoc¢u komercijalnog kompleta
Dynabeads® mRNA Direct™ Micro kit prema uputama proizvodaga. Kljuénu sastavnicu
kompleta Cine superparamagneti¢na polistirenska zrnca s kovalentno vezanim oligo (dT)zs
nukleotidnim slijedom (Dynabeads® Oligo (dT),s) koji je komplementaran slijedu poli-A
repa molekule mRNA, §to omoguéuje vezanje i izdvajanje vrlo pro¢is¢ene MRNA.

Transgeno je korijenje za izdvajanje ukupne mRNA uzorkovano dva tjedna nakon
tretmana 1% i 2%-tnim etanolom. Tkivo je oprano u dH,0, posuseno filtar-papirom te je 5
mg prebaceno u mikroepruvetu, smrznuto u tekuéem dusiku te usitnjavano drobljenjem
mikropistilom u mikroepruveti, stalnim uranjanjem mikroepruvete u dusik kako ne bi doslo
do otapanja tkiva. Homogenizacija tkiva mikropistilom nastavljena je i nakon dodatka 100
uL pufera za lizu/vezanje (100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 500 mM LiCl, 10 mM EDTA (pH
8.0), 1% LiDS, 5 mM ditiotreitol). Po zavrSetku lize smjesa je centrifugirana 60 sekundi na
16 200 g. Na 100 uL lizata dodano je 20 puL predhodno pripremljenih zrnaca Dynabeads
Oligo (dT)ys te je smjesa 5 minuta mijesana na kotacu kako bi se omogucila hibridizacija
MRNA na zrnca. Nakon hibridizacije je mikroepruveta prebac¢ena na magnet (Dynal MPC)
kako bi se uklonio supernatant. Potom su zrnca ispirana resuspendiranjem u 100 puL pufera
za ispiranje (A; 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.15 M LiCl, 1 mM EDTA, 0.1% LiDS).
Postupak ispiranja je ponovljen jo$ jednom, nakon Cega su zrnca jo§ dva put isprana
puferom za ispiranje B (100 uL; 10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 0.15 M LIiCIl, 1 mM EDTA).
Na kraju su zrnca s vezanom mRNA resuspendirana u 100 uLL 10 mM Tris-HCI pufera (pH
7.5) kojem je dodan rekombinantni inhibitor RNaza RnaseOUT™ i ¢uvana na ledu za RT-
PCR. lzdvojena mRNA upotrijebljena je za obrnuto prepisivanje u cDNA, s tim da je prije
dodatka RT-PCR smjese potrebno ukloniti Tris-HCI pufer.

3.2.10. Lancana reakcija polimerazom nakon obrnutog prepisivanja

Prisutnost transkripta gena crypt u transgenom korijenju tretiranom etanolom (1% i
2%, VIV) je odredena metodom lancane reakcije polimerazom nakon obrnutog prepisivanja
(RT-PCR). Neposredno nakon izdvajanja je mRNA upotrijebljena za obrnuto prepisivanje
(engl. Reverse Transcription, RT) u komplementarnu DNA (cDNA) nakon cCega je
uslijedilo umnazanje PCR-om. Obrnuto prepisivanje u ¢cDNA izvedeno je pomocu

dTM

reverzne transkriptaze RevertAid ™ H Minus M-MuLV prema uputama proizvodaca.
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Dio reakcijske smjese za obrnuto prepisivanje mRNA (12.5 pL), koji se sastojao od
izdvojene mRNA 1 0.5 pg oligo d(T)1s pocetnica inkubiran je 5 minuta na +65 °C kako bi
se denaturirale sekundarne strukture unutar molekule RNA. Nakon denaturacije smjesa je
naglo ohladena na ledu te je dodan ostatak reakcijske smjese (7.5 puL) koji sadrzi 1 X pufer
za RT, 20 U inhibitora RNaza RiboLock™, 1 mM smjesu dNTP-a i 200 U reverzne
transkriptaze. Slijedila je inkubacija 60 minuta na +42 °C za vrijeme koje se odvijala
sinteza cDNA. Nakon sinteze cDNA, reakcija je zavrSena zagrijavanjem reakcijske smjese
10 minuta na +70 °C kako bi se inaktivirala reverzna transkriptaza i denaturirala hibridna
molekula RNA/cDNA. Reakcija se odvijala u uredaju za PCR Eppendorf Mastercycler®
(Eppendorf, Hauppauge, SAD).

Dobivena cDNA je umnaZana u reakciji PCR, koja je izvedena na isti nacin i pod
istim uvjetima kao i reakcija PCR u kojoj je kalup bio genomska DNA (Tablica 3,
poglavlje 3.2.6.). U reakcijsku smjesu za PCR (poglavlje 3.2.6.) je kao kalup dodan 1 uL
cDNA. Uspjesnost reverzne transkripcije provjerena je umnazanjem beta aktina (f-aktin),
koji je posluzio kao unutrasnja kontrola budu¢i je uvijek eksprimiran u biljnim stanicama u
stalnoj koli¢ini (tzv. housekeeping gene). Razlika u veli¢ini odsjeCka gena f-aktin (s
prisutnim intronom, 412 bp) i njegove cDNA (330 bp) je takoder posluZzila za dokazivanje
odsutnosti kontaminacije genomskom DNA.

3.2.11. Semi-kvantitativni RT-PCR

Razina ekspresije gena crypt procjenjena je semi-kvantitativnim RT-PCR-om.
c¢DNA umnazana je reakcijom PCR koriStenjem dva seta pocetnica, za gen crypt i S-aktin.
Umnazanje odsjecka cDNA f-aktina (130 bp) posluzilo je kao unutrasnja kontrola. Razlika
u veli¢ini odsjecka gena p-aktin (218 bp) i njegove cDNA posluzila je za dokazivanje
odsutnosti kontaminacije genomskom DNA. Optimalni broj ciklusa umnozavanja i
koli¢ina cDNA, pri kojima se reakcija PCR nalazi u eksponencijalnoj fazi, odredeni su u
preliminarno napravljenim eksperimentima. Reakcijom PCR su istovremeno umnazane
cDNA gena crypt i p-aktin u konacnom volumenu reakcijske smjese od 50 pL koja se
sastojala od 300 ng cDNA, 0.2 mM smjese dNTP-a, 5 pmol svake pocetnice (crypt FW,
crypt REV, p-actin FW2, p-actin REV2), 1.0 U GoTag DNA polimeraze i 1 x pufera za

PCR. Slijedovi oligonukleotidnih pocetnica navedeni su u Tablici 1. Reakcija je prekinuta
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u eksponencijalnoj fazi umnazanja, u 24. ciklusu, a uvjeti rekcije PCR navedeni su u
Tablici 4.

Nakon elektroforeze je intenzitet vrpci kvantificiran softverom Kodak 1-D image
analysis (Eastman Kodak, New Haven, SAD) i normaliziran prema odgovaraju¢em signalu

cDNA p-aktina.

Tablica 4. Uvjeti reakcije PCR za istovremeno umnazanje CDNA gena crypt i g-aktin.

Uvjeti reakcije PCR Temperatura
Pocetna denaturacija 95 °C 3 min
24 ciklusa:
Denaturacija 95°C 45s
Sparivanje pocetnica 55 °C 45s
Produljivanje lanca DNA 72°C 1 min
Zavrs$no produljivanje lanca DNA 72 °C 5 min

3.2.12. Bioinformatic¢ka analiza

Predikcija stanicne lokalizacije p-kriptogeina napravljena je razliCitim
bioinformatickim programima: YLoc (Web 2), TargetP 1.1 (Web 3), WOLF PSORT (Web
4), i MultiLoc (Web 5). Sve navedene predikcije odnose se na biljne stanice. Za predikciju
prisutnosti i lokalizacije signalnog peptida koristen je SignalP 4.1 server (Web 6, Petersen i
sur. 2011).

3.2.13. Koncentriranje izvanstani¢nih proteina

Tekuca je hranjiva podloga za analizu izvanstani¢nih proteina uzorkovana je dva
tjedna nakon tretmana transgenog korijenja (linija OA4, O3 i O6) 1%-tnim etanolom.
Budu¢i je koncentracija proteina u hranjivoj podlozi preniska, proteine je za analizu bilo
potrebno koncentrirati. Neposredno nakon uzorkovanja tekuca je podloga centrifugirana 15
minuta na 3 200 g i +4 °C, a zatim filtrirana kroz filtar s porama veli¢ine 0.22 pm kako bi
se uklonile zaostale stanice i stani¢ni dijelovi. Koncentriranje proteina iz hranjive podloge

provedeno je membranskom ultrafiltracijom u kivetama za filtriranje Amicon® Ultra-15
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koje ne propustaju molekule veée od 3 kDa (engl. Molecular Weight Cut Off, MWCO 3
kDa, Merck Millipore, Billerica, SAD). Nakon visestrukog centrifugiranja na 3 000 g
tijekom 90 minuta dobiven je uzorak 100 x koncentriranih proteina, Koji je u istim
kolonama odsoljen ispiranjem u 50 mM kalij-fosfatnom (KP) puferu (50 mM KH,PQO,, 50
mM K;HPO,, pH 7.0).

3.2.14. Denaturirajuéa elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

Izvanstani¢ni proteini analizirani su diskontinuiranom natrijev dodecil sulfat —
poliakrilamid-gel elektroforezom (engl. Sodium Dodecyl Sulfate — PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis, SDS-PAGE). Razdvajanje proteina provedeno je u 4%-tnom gelu za
sabijanje i 15%-tnom gelu za razdvajanje metodom po Laemmliju (1970). Nakon pripreme
je otopina gela za razdvajanje izlivena u kalup, kojeg ¢ine dvije staklene ploce te je
nadsvodena 30% -tnim etanolom kako bi se omogucila polimerizacija gela. Nakon §to je
polimerizirao, na donji je gel izliven gel za sabijanje u koji je zatim uronjen ¢esalj kako bi
se oblikovale jaZice u koje nanosimo uzorke. Neposredno prije nanoSenja na gel, proteinski
su uzorci pomijesani s Laemmli puferom (125 mM Tris (pH 6.8), 4% (w/v) SDS, 10% (v/v)
S-merkaptoetanol, 32% (v/v) glicerol, kap bromfenola plavog) u omjeru 4:1 i zagrijavani
5 minuta u termomikseru na +95 °C i 300 rpm, kako bi se proteini denaturirali i povezali
sa SDS-om. Nakon kratkog centrifugiranja uzorci su naneseni u jazice, tako da je u svaku
jazicu dodana jednaka masa proteina. U jednu jazicu naneSen je proteinski standard
Precision Plus Protein™ Standard, koji sluzi za pokazivanje polozaja proteina odredene
molekularne mase na gelu za vrijeme elektroforeze. Elektroforeza je provedena u kadici za
vertikalnu elektroforezu Mini Vertical Dual Plate Electrophoresis Units (Carl Roth,
Karlsruhe, Njemacka) u 1 x puferu za elektroforezu (25 mM Tris, 0.192 M, 10% (w/v)
SDS, pH 8.3) pri uvjetima napona od 80 V tijekom prolaska proteina kroz gel za sabijanje
(oko 30 minuta), nakon cega je slijedilo povecanje napona na 200 V. Elektroforeza je

zaustavljena nakon §to je boja bromfenol plavo dosla do ruba gela.
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Gel za razdvajanje, 15% -tni

deH,0O 2.5mL
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5mL
Akrilamid, 29.2%/Bis-akrilamid, 0.8% (30%AA/Bis) 5 mL
SDS, 10 % 50 uL
APS 50 uL
TEMED 10 uLL

Gel za sabijanje, 4% -tni

dEHzO 3.05mL
0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 1.25mL
Akrilamid, 29.2%/Bis-akrilamid, 0.8% (30%AA/Bis) 665 uL
SDS, 10 % 50 uL
APS 25 uL
TEMED 5ulL

3.2.15. Bojenjenje gelova srebrovim nitratom

Nakon SDS-elektroforeze gelovi su bojeni srebrovim nitratom, metodom koju su
opisali Blum i sur. (1987). Gel je nakon elektroforeze 30 minuta fiksiran u smjesi etanola
(30%, v/v), octene kiseline (12%, v/v) i formaldehida (0.05 mL x L™). Nakon uklanjanja
fiksativa ispiranjem tri puta po 10 minuta u 30%-tnom etanolu, gel je obraden otopinom
Na,S,03 x 5H,0 (2 g x L") tijekom 1 minute. Navedeni predtretman poveéava osjetljivost
ubrzavanjem redukcije srebra vezanog za proteine. Potom je gel ispran tri puta u diH,O te
je 20 minuta inkubiran u otopini AgNOs (2 g x L") i formaldehida (0.75 mL x L™) kako bi
se impregnirao srebrom. Nakon ponovnog ispiranja 3 puta u diH,O, na gel je dodana
otopina za razvijanje (Na;COs, 60 g x L™"; formaldehid, 0.75 mL x L™*; Na,S,05 x 5H,0,
0.2 g x L") pri &emu dolazi do redukcije u metalno srebro. TaloZenje srebra zaustavljeno je
uklanjanjem otopine za razvijanje i naglim zakiseljavanjem dodatkom stop otopine koju
¢ini etanol (50%, Vv/v) i octena kiselina (12%, v/v). Gel je nakon bojenja dokumentiran
skeniranjem pomocu skenera HP ScanJet 3400C (Hewlett-Packard Company, Palo Alto,
SAD).
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3.2.16. Odredivanje indeksa rasta transgenog korijenja

Linije kosmatog korijenja rasle su u dvije faze. Nakon 1. faze indukcije rasta (dva
tjedna), izrasli korijenci¢i su (oko 1 g tkiva) prebaceni na svjezu tekucu hranjivu MS
podlogu te su 4. dan subkulture tretirani etanolom kako bi se inducirala transkripcija gena
crypt (2. faza rasta). Buduci da je svrha ovog eksperimenta odrediti utjecaj S-Kriptogeina
na rast transgenog korijenja, indeks rasta (GI) korijenja mjeren je tijekom 2. faze rasta
mjerenjem mase svjezeg korijenja prije tretmana etanolom i tijekom indukcijskog perioda
(7. 14. i 21. dan nakon tretmana etanolom). Buduéi je svaki put 250 mg Korijenci¢a
uzorkovano za analizu sadrzaja fenola u tkivu, korijenje je vagano prije i nakon
uzorkovanja, tako da je biljezena pocetna i kona¢na masa svjeze tvari. Tkivo je prije
vaganja izdvojeno iz tekuceg podloge te posuseno sterilnim filtar-papirom. Sva rukovanja
tkivom provedena su u laminaru, sa sterilnim priborom. Gl izracunat je prema formuli:
(kona¢na masa Svjeze tvari — poCetna masa SVvjeze tvari) / poCetna masa SVjeze tvari.
Pocetna masa korijenja u svim Petrijevim zdjelicama bila je oko 1 g u 8 mL tekuce

podloge.

3.2.17. Priprema metanolnog ekstrakta i odredivanje ukupnih topljivih fenola u tkivu

i tekucoj hranjivoj podlozi

Uzorkovani korijenci¢i oprani su u destiliranoj vodi, posuseni papirnatim ubrusom
te usitnjavani u fini prah pomocu tarionika 1 tucka, uz opetovano zalijevanje tekuc¢im
duSikom. Ukupni topljivi fenoli ekstrahirani su iz 100 mg svjeZeg tkiva pomocu 1 mL 80%
(v/v) metanola 30 minuta u ultrazvuénoj kupelji pri +80 °C. Ekstakti su zatim
centrifugirani 20 minuta na 16 200 g, a dobiveni je supernatant odvojen za odredivanje
sadrzaja ukupnih topljivih fenola i HPLC analizu.

Sadrzaj ukupnih topljivih fenola u ekstraktu tkiva i tekucoj hranjivoj podlozi
odreden je metodom po Folin-Ciocalteauu (Singleton i Rossi 1965). Metoda se temelji na
oksidaciji fenolnih spojeva dodatkom Folin - Ciocalteau (FC) reagensa (kompleks
fosfomolibdenske-fosfovolframske kiseline) pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt. U
mikroepruvete je redom pipetirano 20 uL metanolnog ekstrakta tkiva (ili 200 pL tekuce
podloge), voda do 1.6 mL i 100 pL FC reagensa te promijesano na vrtloznoj mijesalici.
Nakon 5 minuta inkubacije u reakcijsku je smjesu dodano 300 pL zasi¢ene otopine

Na,COs3. Smjesa je nakon mijesanja inkubirana u vodenoj kupelji 60 minuta na +37 °C. Po
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zavrSetku inkubacije, spektrofotometrijski je mjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 765
nm u odnosu na slijepu probu. Kao standard upotrijebljena je galna kiselina (GA), a
koncentracija ukupnih fenola odredena je preracunavanjem pomocu standardne krivulje za
GA, odnosno dobivene jednadzbe pravca. Sadrzaj ukupnih topljivih fenolnih spojeva u
svjezem tkivu i tekucoj podlozi izrazen je u mg ekvivalenata galne kiseline (GAE) po
gramu svjeze tvari (Mg (GAE) x g .), 0odnosno u mg GAE po mililitru hranjive podloge
(Mg (GAE) x mL " podioge).

3.2.18. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Tekuca hranjiva podloga za HPLC analizu uzorkovana je 14. dan nakon indukcije
ekpresije gena crypt u tkivu etanolom. Uzorkovana podloga centrifugirana je 10 minuta na
18 000 g kako bi se ukonili ostaci stanica. Za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase
Extraction, SPE) i HPLC analizu, po tri replike uzorkovane tekucée podloge, unutar svakog
nezavisnog eksperimenta su spojene u jedan uzorak. Fenolni spojevi iz hranjive podloge
koncentrirani su ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi u kolonicama C18 Extend Volume (500 mg,
Alltech, Deerfield, SAD). Prije upotrebe je kolona ekvilibrirana s 3 mL metanola, nakon
Cega je isprana s 3 mL diH,0. Na ekvilibriranu kolonu nanesen je uzorak tekuce podloge
koji je kroz kolonu protisnut pomocu vakuuma. Fenolni spojevi vezani na koloni
proc¢is¢eni su ispiranjem s diH,O, nakon ¢ega su eluirani pomo¢u 1 mL 80% (v/v)
metanola. Prikupljeni eluati koji sadrze prociS€ene i koncentrirane fenolne spojeve su

zatim kvalitativno i kvantitativno analizirani HPLC-om.

3.2.19. Tekuéinska kromatografija visoke ucinkovitosti

Identifikacija i kvantitativna analiza ruZzmarinske i1 kavene kiseline u metanolnim
ekstraktima odredena je tekucinskom kromatografijom visoke ucinkovitosti pomocu
instrumenta Perkin Elmer Series 200 opremljenog s vakuumskim degaserom, kvartarnom
pumpom, automatskim sustavom za uzimanje uzoraka i UV-VIS detektorom s nizom dioda
(engl. Diode Array Detector, DAD). Dobiveni su podaci analizirani programskim
softverom Total Chrome workstation 6.2.1. Razdvajanje fenolnih kiselina provedeno je
reverzno-faznom kromatografijom, na Zorbax ODS C-18 koloni (250 mm x 4.6 mm,

Cestice sorbensa promjera 5 um; Bischoff, Leonberg, Njemacka) s predkolonom Zorbax
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(20 mm x 4.0 mm, Cestice sorbensa promjera 5 um; Bischoff, Leonberg, Njemacka).
Mobilna se faza sastojala od 0.026% (v/v) H3PO, u HPLC vodi (otapalo A), i 100%
metanola (otapalo B). Analizirano je po 40 pL metanolnog ekstrakta, a spojevi su
razdvojeni na temlju razlike u hidrofobnosti izokratnim elucijskim programom koji
ukljucuje: razdvajanje s 35% otapala B u otapalu A 14 minuta, zatim 11 minuta s 55%
otapala B u otapalu A, uz stalni protok od 1 mL x min™. Apsorbancija efluenta pratila se
pri valnoj duljini od 330 nm. RA i CAF identificirane su usporedbom vremena retencije i
UV-spektra s odgovarajuc¢im referentnim standardima. Sadrzaj RA i CAF odreden je na
osnovu integriranih povrsina ispod svakog signala te izracunat iz jednadzbe bazdarnog
pravca standardnih spojeva (RA i CAF). Standardna je krivulja pripremljena uz razlicite

koncentracije standarda, a prikazuje ovisnost povrsine pika i koncentracije standarda.

3.2.20. Fluorescentna mikroskopija

Za vizualizaciju fenola in vivo u netretiranom i etanolom (1%) tretiranom svjezem
korijenju koristen je fluorescencijski mikroskop Axiovert 200M sa popratnim softverom
AxioVision 4.5. Preparati su analizirani koriStenjem objektiva Fluar 10x/0.50, seta filtera
10 (ekscitacija BP 450/490 i emisija BP 515-565). Sve su slike snimljene pod istim

uvjetima ekspozicije pomoc¢u kamere AxioCam (Zeiss, Gottingen, Njemacka).

3.2.21. Antioksidacijski status transgenog korijenja ukrasne koprive

Za istrazivanje oksidacijskog/antioksidacijskog statusa odabrane su tri linije
transgenog korijenja ukrasne koprive, linija O3 i linija O6 koje sadrze gen crypt te linija
OA4 kao kontrolna linija bez gena crypt. Nakon dva tjedna rasta je oko 1 g tkiva
subkultivirano u 8 mL svjeZe teku¢e MS hranidbene podloge, te nakon 4 dana subkulture
tretirano etanolom u konacnoj koncentraciji 0.1% i 1%. Budu¢i da je u predhodnom
pokusu pokazano da 2% -tni etanol per se utje¢e na permeabilnost membrane, tretman
ovom koncentracijom izostavljen je u ovom pokusu. Koncentracija etanola od 0.1%
odabrana je kako bi se ustanovilo moZe li indukcija 1 10 x manjom koncentracijom etanola
potaknuti antioksidacijski odgovor transgenog korijenja (preliminarnim pokusom
pokazano je kako ova koncentracija etanola potice ekspresiju gena crypt). Kontrolno je

tkivo tretirano odgovaraju¢im volumenom sterilne dH,O. Transgeno je Korijenje za
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odredivanje sadrzaja vodikova peroksida (H.O,) i malondialdehida (MDA) te za
ekstrakciju ukupnih proteina uzorkovano u odredenim vremenskim intervalima:
neposredno prije tretmana te 3., 7. i 14. dan nakon tretmana etanolom. VVremenski intervali
(7. 1 14. dan uzorkovanja) odabrani su s obzirom na rezultate dobivene u predhodnom
pokusu. Osim toga, uzorkovanje 3. dan nakon tretmana dodano je kako bi se ustanovilo
dolazi li ranije do antioksidativnog odgovora Kkorijenja na endogeno sintetiziran p-
kriptogein. Razlog zbog kojeg je izostavljeno uzorkovanje 21. dan je smanjen sadrzaj
fenolnih spojeva, do kojeg dolazi vjerojatno zbog starosti tkiva te uslijed nedostatka
nutrijenata.

Kao pokazatelji oksidacijskog stresa u transgenom su korijenju spektrofotometrijski
odredivani koli¢ina MDA i koli¢ina H,0,. Navedeni pokazatelji oksidacijskog stresa
mjereni su neposredno nakon uzorkovanja korijen¢i¢a. Mjerenja su provedena na UV-VIS
spektrofotometru Perkin EImer Lambda 2 (PerkinElmer, Waltham, SAD).

Antioksidacijski status odreden je spektrofotometrijski, mjerenjem aktivnosti
enzima NADPH-oksidaze (NOX), katalaze (CAT), superoksid-dismutaze (SOD) i
nespecificnih  gvajakol-peroksidaza (GPOD) u proteinskim ekstraktima. Mjerenja
aktivnosti enzima provedena su na UV-VIS spektrofotometru Analytic jena (Analytic Jena
AG, Jena, Njemacka).

Ukupna, odnosno specifi¢na aktivnost enzima NOX, CAT i GPOD izracunata je

prema formuli:

dA/dt 'VRS ) VU

1 —1]_
€ - VA' MgT

* 8stl =

UA [umol - min~

UA

: mggrlot.] = m

SA [pmol + min™?

pri ¢emu je:
UA — ukupna aktivnost enzima
SA — specifi¢na aktivnost enzima

dA/dt — srednja vrijednost promjene apsorbancije u odredenom vremenskom
intervalu
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Vs — volumen reakcijske smjese

Vy — ukupni volumen proteinskog ekstrakta
¢ — ekstinkcijski koeficijent

Va — volumen mjerenog alikvota

MsT — masa svjeze tvari

[P] — sadrzaj proteina (mgproteina X 0w )

3.2.21.1. Odredivanje koli¢ine vodikova peroksida

Koli¢ina vodikovog peroksida (H2O;) u transgenom korijenju odredena je metodom
koju su opisali Mukherejee i Choudhouri (1983). Uzorkovano je korijenje od ostataka
hranjive podloge oprano u destiliranoj vodi, posuSeno papirnatim ubrusom te usitnjavano u
teku¢em dusiku pomocu tucka i tarionika. Iz usitnjenog je tkiva (200 mg) H,O, ekstrahiran
15 minuta u 1 mL ledeno-hladnog acetona. Slijepa proba sastojala se od 1 mL acetona bez
tkiva. Nakon centrifugiranja 5 minuta na 6 000 g 1 +4 °C, odvojenom je supernatantu
dodano 400 uL titanovog reagensa i 500 puL. NH4OH (konc.). Dodatkom titanovog
reagensa i NH,OH dolazi do egzotermne reakcije prilikom koje nastaje kompleks titan-
peroksida. Istalozeni titan-peroksid odvojen je centrifugiranjem 10 minuta na 15 000 g i
+4 °C te otapan u 1 mL 2 M H,SO,4. Nakon ponovljenog centrifugiranja, u supernatantu je
mjerena apsorbancija dobivenog kompleksa titan-peroksida pri valnoj duljini od 415 nm.
Koli¢ina H,0; izracunata je iz standardne krivulje dobivene s poznatim koncentracijama

H20, te su konacni rezultati izrazeni U pmol po gramu svjeze tvari (umol x g'1 SV.tV.)-

3.2.21.2. Odredivanje koli¢ine malondialdehida

Razina lipidne peroksidacije (LPO) u transgenom korijenju odredena je metodom
po Vermau i Dubeyu (2003), mjerenjem reaktivnih supstanci tiobarbiturne Kkiseline
(TBARS), uglavnom malondialdehida (MDA). Uzorkovano je korijenje od ostataka
hranjive podloge oprano u destiliranoj vodi, posuSeno papiratim ubrusom te usitnjavano u
teku¢em dusiku pomocu tucka i tarionika. Usitnjeno je tkivo (200 mg) 15 minuta

ekstrahirano u 1 mL 0.1% (w/v) trikloroctene kiseline (TCA). Nakon centrifugiranja
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homogenata 5 minuta pri 6 000 g na +4 °C, na 0.5 mL dobivenog supernatanta dodan je 1
mL reagensa za odredivanje MDA (0.5% (w/v) tiobarbituratna kiselina (TBA) u 20% (w/v)
otopini TCA). Kao slijepa proba koristila se reakcijska smjesa (0.5 mL 0.1% TCA i 1 mL
reagensa TCA/TBA). Reakcijska je smjesa inkubirana 30 minuta u vodenoj kupelji na +95
°C, nakon Cega je reakcija zaustavljena hladenjem u ledenoj kupelji te centrifugirana 15
minuta na 18 000 g i +4 °C. Tijekom zagrijavanja kisele reakcijske smjese lipidni peroksidi
se raspadaju, pri ¢emu nastaje MDA koji reagira s TBA, a intenzitet nastalog crvenog
obojenja odreden je spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije pri 532 nm i 600 nm.
Apsorbancija pri 600 nm oduzima se od apsorbancije pri 532 nm zbog korekcije za
nespecifi¢nu reakciju. Koli¢ina MDA izraCunata je na temelju ekstinkcijskog koeficienta (¢

=155 mM™ x cm'l) 11izrazena u nmol po gramu svjeze tvari (nmol x g'l Sv.v.)-

3.2.21.3. Ekstrakcija ukupnih topljivih proteina

Uzorkovani korijenéi¢i oprani su u destiliranoj vodi, posuSeni papirnatim ubrusom
te usitnjavani u tarioniku pomocu tekuceg dusika uz dodatak polivinil-polipirolidona
(PVPP, sluzi za uklanjanje fenolnih spojeva iz biljnog ekstrakta). Iz usitnjenog su svjezeg
tkiva (0.3 g) proteini ekstrahirani 15 minuta na ledu uz dodatak 1 mL hladnog pufera za
ekstrakciju (100 mM KH,PQO4, 100 mM K;HPO,4, 1 mM EDTA, pH 7.0). Za odredivanje
aktivnosti enzima NADPH-oksidaze i superoksid-dismutaze homogenati su sonicirani u tri
ciklusa po 30 sekundi, uz 50% amplitude, tijekom 15 minuta ekstrakcije na ledu.
Homogenati su zatim centrifugirani 15 minuta na 22 000 g 1 +4 °C. Dobiveni su
supernatanti sluZili za trenuta¢no odredivanje koncentracije proteina 1 mjerenje aktivnosti

enzima NADPH-oksidaze, katalaze, gvajakol-peroksidaza i superoksid-dismutaze.

3.2.21.4. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u proteinskim ekstraktima odredena je metodom po
Bradfordu (1967). Postupak se temelji na pomaku maksimuma apsorbancije, od 465 nm na
595 nm, do kojeg dolazi u kiseloj otopini, kada se boja Coomassie briljant plavo (CBB)
veze na proteine. Razrijedeni je proteinski ekstrakt (100 uL) pomijesan s 1 mL Bradford
reagensa (100 mg CBB G-250, 50 mL etanola, 100 mL 85% fosforne kiseline, dH,O do 1

L) te inkubiran najmanje 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, intenzitet
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obojenja otopine izmjeren je pri valnoj duljini 595 nm na spektrofotometru Perkin Elmer
Lambda 2 (PerkinElmer, Waltham, SAD). Kao standard upotrijebljen je albumin govedeg
seruma (BSA) u podru&ju koncentracija 0.01 — 0.15 mg x mL™. Na temelju vrijednosti
apsorbancije poznatih koncentracija BSA dobiva se standardna krivulja iz koje se
ekstrapolira koncentracija proteina u uzorku. Uzorci standardne otopine, kao i1 otopine

uzoraka, priredeni su u triplikatu.

3.2.21.5. Odredivanje aktivnosti NADPH-oksidaze

Aktivnost NADPH-oksidaze (NOX, EC 1.6.3.1) u proteinskim ekstraktima
odredena je spektrofotometrijskom metodom po Askerlundu (1987). U kvarcnu je kivetu
redom dodavano 580 pL 50 mM KP-pufera, 300 pL 150 uM NADPH, 100 pL 10 uM
KCN-a. Reakcija zapocinje dodatkom 20 pL proteinskog ekstrakta. Pad apsorbancije, do
kojeg dolazi uslijed oksidacije NADPH, mjeren je svakih 10 sekundi tijekom 1 minute pri
valnoj duljini od 340 nm. Svaki je uzorak mjeren u triplikatu. Specifi¢na aktivnost
NADPH oksidaze izrazena je kao koli¢ina oksidiranog NADP" u pumol po minuti po

' x mg" proteina) koriste¢i ekstinkcijski

miligramu proteina (umol NADP® x min’
koeficient (¢ = 6.22 mM™ x c¢m™), odnosno u jedinicama aktivnosti NOX po miligramu

proteina (U NOX x mg™ proteina; U = pmol x min™).

3.2.21.6. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze

Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1) u proteinskim ekstraktima
odredena je metodom po Giannopolitisu i Riesu (1977). Metoda se temelji na upotrebi
nitro-plavog tetrazolijskog klorida (NBT) kao supstrata. U prisutnosti superoksidnih
radikala, NBT se reducira u plavo obojen formazan sa apsorpcijskim maksimumom pri
valnoj duljini od 560 nm. U prisutnosti SOD, redukcija NBT je inhibirana. Reakcijski
pufer za mjerenje aktivnosti SOD sadrzavao je 50 mM KP-pufer (pH 7.8), 0.1 mM EDTA,
13 mM metionin 1 75 uM NBT. Za izradu krivulje aktivnosti razliita razrijedenja
proteinskog ekstrakta pripremljena su mijesanjem ekstrakta (10-50 pL) i pufera za
ekstrakciju proteina do ukupnog volumena od 100 pL. Za svaki je ekstrakt potrebno
napraviti novu krivulju enzimske aktivnosti. U kivetu s 900 pL reakcijskog pufera dodano

je 100 pL razrijedenog proteinskog ekstrakta i 2 uM riboflavina. Enzimska reakcija
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zapocinje stavljanjem reakcijske smjese pod izvor svjetlosti kojeg €ini lampa od 36 W.
Nakon 10 minuta, reakcija je zaustavljena gaSenjem lampe te je spektrofotometrijski
mjerena apsorbancija za svaki uzorak. Jedna jedinica aktivnosti SOD jednaka je koli¢ini
enzima potrebnog za 50% inhibicije redukcije NBT-a. Specifi¢na aktivnost SOD izraZzena

je kao jedinica aktivnosti SOD po miligramu proteina (U SOD x mg™ proteina).

3.2.21.7. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze (CAT, EC 1.11.1.6) u proteinskim ekstraktima odredena je
spektrofotometrijskom metodom po Aebiu (1984). Reakcijski pufer za mjerenje aktivnosti
CAT sadrzi 50 mM KP-pufer (pH 7.0) i 10 mM H;0,. U kvarcnu kivetu s 1950 pL
reakcijskog pufera dodano je 50 pL enzimskog ekstrakta, ¢ime zapoCinje enzimska
reakcija. Pad apsorbancije, uslijed razgradnje H,O,, mjeren je svakih 10 sekundi tijekom 1
minute pri valnoj duljini od 240 nm. Svaki je uzorak mjeren u triplikatu. Specifi¢na
aktivnost CAT izrazena je kao koli¢ina razgradenog H,0, u umol po minuti po miligramu
proteina (umol H,O, x min™ x mg'1 proteina) koriste¢i ekstinkcijski koeficient (¢ = 43.6
M™ x cm™), odnosno u jedinicama aktivnosti CAT po miligramu proteina (U CAT x mg™

proteina; U = umol x min™).

3.2.21.8. Odredivanje aktivnosti nespecifi¢nih gvajakol-peroksidaza

Aktivnost gvajakol-peroksidaza (GPOD, EC 1.11.1.7) u proteinskim ekstraktima
odredena je metodom po Siegelu i Galstonu (1967). Reakcijski pufer za mjerenje
aktivnosti GPOD sadrzi 18 mM gvajakol i 5 mM H,0; u KP-puferu (pH 7.0). U staklenu je
kivetu s 950 pL reakcijskog pufera dodano 50 pL proteinskog ekstrakta, ¢cime zapocinje
enzimska reakcija. Porast apsorbancije mjeren je svake sekunde tijekom 2 minute pri
valnoj duljini od 470 nm. Do porasta apsorbancije dolazi uslijed oksidacije gvajakola pri
¢emu nastaje smede obojen produkt tetragvajakol. Svaki je uzorak mjeren u triplikatu.
Specifi¢na aktivnost GPOD izrazena je kao koli¢ina nastalog tetragvajakola u umol po
minuti po miligramu proteina (umol X min™t x mg'1 proteina) koriste¢i ekstinkcijski
koeficient (¢ = 26.6 mM™ x cm™), odnosno u jedinicama aktivnosti GPOD po miligramu

proteina (U GPOD x mg™ proteina; U = umol x min™).
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3.2.22. Statisticka obrada podataka

Svi su eksperimenti ponovljeni tri puta i svi uzorci uzimani u triplikatu (iz tri
Petrijeve zdjelice). Podaci dobiveni u ovom radu obradeni su u statistiCkom programu
STATISTICA 7.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, SAD). Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razlike izmedu srednjih vrijednosti dviju skupina
podataka utvrdene su pomocu t-testa, dok su razlike izmedu srednjih vrijednosti kontrole i
tretmana (visSe skupina podataka) utvrdene pomocu analize varijance s jednim
promjenjivim faktorom (one-way ANOVA). Nakon $to je utvrdeno postojanje razlika,
provedeno je post hoc testiranje pomocu testa Newman-Keuls (Newman 1939, Keuls
1952) kako bi odredili koje se skupine medusobno razlikuju. Svi testovi provedeni su uz

razinu znacajnosti od 5%.
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4. REZULTATI
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Rezultati

4.1. U¢inak B-kriptogeina na sadrzaj ukupnih topljivih fenola u tkivu i hranjivoj
podlozi kosmatog korijenja ukrasne koprive

Kako bi predvidjela u¢inke proteinskog produkta transgena crypt na sintezu fenola,
kosmato Kkorijenje ukrasne koprive (linija OA4) tretirano je rekombinantnim j-
kriptogeinom. Prema rezultatima t-testa, tretman p-kriptogeinom znacajno je stimulirao
sintezu ukupnih topljivih fenola u tkivu kosmatog korijenja (P = 0.044, Slika 9A). Osim
toga, tretman p-kriptogeinom stimulirao je i sekreciju fenola u tekuc¢u hranjivu podlogu.
Znacajno veci sadrzaj ukupnih topljivih fenola u tekucoj podlozi, u odnosu na podlogu u

kojoj je raslo kontrolno korijenje tretirano vodom, zabiljeZen je u stacionarnoj fazi rasta

korijenja, 14. (P = 0.0054) i 17. (P = 0.0022) dan subkulture (Slika 9B).
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Slika 9. Uc¢inak tretmana f-kriptogeinom na sadrzaj ukupnih topljivih fenola u tkivu (A) i
tekucoj hranjivoj podlozi (B) kosmatog korijenja ukrasne koprive. Kosmato korijenje linije
OA4 (bez gena crypt) tretirano je 4. dan subkulture rekombinantnim g-kriptogeinom. Za
odredivanje sadrzaja ukupnih topljivih fenola u tkivu i teku¢oj hranjivoj podlozi korijenje
je uzorkovano 17. dan subkulture, dok je hranjiva podloga uzorkovana svaka tri dana.
Rezultati (Sest ponavljanja) su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Zvjezdice
oznacavaju statisticki znacajne razlike utvrdene t-testom (A), odnosno Newman-Keuls

testom (B) uz razinu znac¢ajnosti od 5%.

55




Rezultati

4.2. Uspostavljanje kulture transgenog korijenja ukrasne koprive

Dva tjedna nakon inkubacije lisnih eksplantata i bakterija A. rhizogenes s
transformacijskim vektorom pBinSRNA-CRYPT, na rubovima lisnih eksplantata poceli su
rasti korijenci¢i (Slika 10A). Korijenje se razvilo na svim inokuliranim eksplantatima
kultiviranim na MS podlozi (bez regulatora rasta, Slika 10B), dok se nije razvilo na
neinficiranim kontrolnim eksplantatima (Slika 10C). Na svakom pojedinom eksplantatu
regenerirano je od 10 do 20 korijenci¢a (Slika 10B). Tri tjedna nakon inokulacije, izrasli
korijenci¢i duzine 0.5 cm odrezani su s eksplantata te je svaki pojedini korjeci¢ preneSen i
samostalno kultiviran na svjezoj MS hranjivoj podlozi (Slika 11A). Svaki korjenci¢
predstavlja jedan transformacijski dogadaj, odnosno jednu transgenu liniju korijenja (Slika
11B). Najve¢i problem u dobivanju trajne kulture transgenog korijenja bio je
prezivljavanje korijen¢i¢a nakon eksplantacije. Preko 98% induciranih korijencica
nekrotiziralo je nakon §to su odrezani s lisnih eksplantata i samostalno kultivirani na
hranjivoj podlozi.

Kako bi se otklonila kontaminacija agrobakterijama, korijenje je jos dva puta u
razdoblju od 6 tjedana subkultivirano na MS hranjivu podlogu s dodatkom karbenicilina
(500 mg x L™). Od velikog broja induciranih korijen¢iéa odabrane su one linije koje su
imale ve¢i indeks rasta i1 Cije se korijensko tkivo dovoljno razraslo kako bi se moglo
subkultivirati u teku¢u hranjivu podlogu. Od viSe desetaka ustaljenih linija za odredivanje
ucinkovitosti gena crypt na sintezu fenolnih spojeva odabrane su tri transgene linije s
fenotipom tipi¢nim za kosmato korijenje - linija O3, linija O5 i linija O6 (Slika 11C, D).
Odabrane se transgene linije nisu fenotipski razlikovale od OA4 kontrolne linije (bez crypt

gena), kao niti medusobno.
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Slika 10. Indukcija korijenja na eksplantatima listova ukrasne koprive na hranjivoj MS
podlozi s dodatkom 500 mg x L™ karbenicilina, 2 tjedna nakon inkubacije s bakterijama A.
rhizogenes soja A4 s transformacijskim vektorom pBIinSRNA-CRYPT. A) Inducirani
korijenci¢i na MS Krutoj hranjivoj podlozi u Petrijevoj zdjelici; B) detalj eksplantata s
preko 20 induciranih korijenci¢a; C) kontrolni eksplantat; D) inducirani korijenc¢iéi -
izvedba u epruveti s rubnim dijelom eksplantata postavljenim na MS podlogu. Skala iznosi
lcm.
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Slika 11. A) Samostalno kultivirani korijen¢i¢i na MS hranjivoj podlozi, odrezani s lisnih
eksplantata ukrasne koprive tri tjedna nakon inokulacije; B) svaki korijen¢i¢ predstavlja
jedan transformacijski dogadaj, odnosno jednu transgenu liniju korijenja; C) uzgoj
transgenog korijenja na krutoj MS hranjivoj podlozi (linija O6); D) uzgoj transgenog

korijenja na teku¢oj MS hranjivoj podlozi (linija O6). Skala iznosi 1 cm.

4.3. Gen crypt u transgenom korijenju ukrasne koprive

Geneticka transformacija transgenom crypt potvrdena je metodom lan¢ane reakcije
polimerazom nakon izolacije genomske DNA (Slika 12). Slika 13 prikazuje produkte
umnazanja koji su bili vidljivi nakon elektroforeze u agaroznom gelu i bojanja etidijevim
bromidom. Uspjesnost transformacije potvrdena je u linija O3, OS5 i O6 umnazanjem gena
crypt (329 bp) i odsjecka gena orfl3 (498 bp, Slika 13). Budu¢i da je gen orfl3 odgovoran
za proliferaciju korijen¢i¢a dokazan je i u linije OA4, dok u iste linije gen crypt nije
prisutan pa se nije niti umnozio. Odsutnost gena orf13 u korijenju ukrasne koprive divljeg
tipa potvrduje da ovo korijenje nije transformirano. Stoga nije bilo potrebe za umnazanjem

gena crypt i virB10 u ovom uzorku. Odsutnost agrobakterija u transformiranom korijenju
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dokazana je umnazanjem odsjecka gena virB10 (644 bp, Slika 13), koji je umnoZen samo
na kalupu plazmidne DNA izolirane iz bakterije A. rhizogenes soja A4 (pozitivna
kontrola). Negativni rezultat umnazanja gena VvirB10 kao i akseni¢ni rast korijenja na YEP

podlozi potvrdili su asepti¢nost kulture kosmatog korijenja.

bp M OA4 O3 O5 06

Slika 12. Genomska DNA izolirana iz transgenog korijenja ukrasne koprive linije OA4 te

linija O3, 05 i 06. M: standard duljine odsje¢aka DNA (Gene Ruler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use).
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op M P OA4 O3 O5 06 WT

crypt
329 bp

orf13
498 bp

virB10
644 bp

Slika 13. Umnazanje gena crypt, orfl3 i virB10 lancanom reakcijom polimerazom na
kalupu genomske DNA linije OAA4, linije O3, linije O5, linije O6 i normalnog Kkorijenja
ukrasne koprive (WT). P: pozitivna kontrola, plazmidna DNA bakterije A. rhizogenes soja
A4 s binarnim vektorom pBinSRNA-CRYPT; M: standard duljine odsje¢aka DNA (Direct
Load Step Ladder, 50 bp; Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder Plus).

4.4. Ekspresija gena crypt u transgenom korijenju ukrasne koprive

Prisutnost transkripta gena crypt u transgenom korijenju ukrasne koprive odredena
je metodom lancane reakcije polimerazom nakon obrnutog prepisivanja. Slika 14 prikazuje
produkte umnazanja koji su bili vidljivi nakon elektroforeze u agaroznom gelu i bojanja
etidijevim bromidom. Analizom produkata reakcije PCR utvrdena je prisutnost transkripta
u svim ispitivanim crypt-linijama tretiranim etanolom (1% i 2%), dok u Korijenju
tretiranom vodom nije doslo do ekspresije gena crypt (Slika 14). Uspjesnost obrnutog
prepisivanja mRNA u cDNA provjerena je reakcijom PCR za uobicajeno eksprimirani gen
p-aktin. Razli¢ita veli¢ina odsjeCaka gena za f-aktin, dobivena umnaZanjem genomske
DNA (koja ukljucuje intron, 412 bp) i cDNA (330 bp), potvrduje odsutnost kontaminacije
uzoraka mRNA genomskom DNA (Slika 14).
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OA4 03 05 06

2% K 1% 2% K 1% 2% K 1% 2% P N M

B-aktin crypt

Slika 14. Ekspresije gena crypt i p-aktin 14 dana nakon indukcije etanolom, odredene RT-
PCR-om. Transgeno korijenje ukrasne koprive tretirano 1% -tnim (03, O5 i O6) i 2% -
tnim etanolom (linija OA4, O3, O5 i 06). Kontrolno Kkorijenje je tretirano vodom (K). M:
standard duljine odsje¢aka DNA Direct Load Step Ladder (50 bp); P: plazmidna DNA; G:
genomska DNA; N: negativna kontrola s vodom.

Razina ekspresije gena crypt u transgenom korijenju tretiranom 1%-tnim i 2%-tnim
etanolom procjenjena je semi-kvantitativnim RT-PCR-om (Slika 15). U istoj reakciji PCR
umnozeni su geni crypt i p-aktin. Analizom PCR produkata utvrdena je veca razina
ekspresije gena crypt u tkivu tretiranom 2% -tnim etanolom u odnosu na tkivo tretirano
1%-tnim etanolom, dok u Kkorijenju tretiranom vodom nije doslo do ekspresije gena crypt.
Intenzitet vrpci normaliziran je prema razini mRNA p-aktina. Kvantifikacija intenziteta
vrpei pokazala je povecanu ekspresiju U Korijenju tretiranom 2%-tnim etanolom za 71%
(linija O3), 96% (linija O5) i za 117% (linija O6) u odnosu na tretman 1%-tnim etanolom
(Slika 15). Razina ekspresije p-aktina u liniji OA4 posluzila je kao dodatna kontrola koja
je pokazala kako tretman tkiva transgenog korijenja etanolom nije imao nikakav utjecaj na
ekspresiju p-aktina, osim toga podjednaka razina ekspresije ovog gena u liniji OA4 u
odnosu na ostale linije tretirane etanolom pokazuje kako tijekom reakcije PCR ne dolazi do

kompeticije izmedu umnazanja cDNA transkripta gena crypt i f-aktina.
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Slika 15. Razina ekspresije gena crypt i p-aktin 14 dana nakon indukcije etanolom
procjenjena semi-kvantitativnim RT-PCR-om. Transgeno korijenje ukrasne koprive
tretirano 1% -tnim (03, O5 i 06) i 2% -tnim etanolom (linija OA4, 03, O5 i O6).
Kontrolno korijenje je tretirano vodom (K). M: standard duljine odsjecaka DNA Direct
Load Step Ladder (50 bp). Intenzitet vrpci kvantificiran je softverom Kodak 1-D image
analysis (Eastman Kodak, New Haven, SAD) i normaliziran prema odgovaraju¢em signalu

[-aktina.

4.5. Bioinformaticko predvidanje stani¢ne lokalizacije f-kriptogeina

Vjerojatnost stani¢ne lokalizacije p-kriptogeina predvidena je razlicitim
bioinformatickim programima (Yloc, TargetP 1.1, WOLF PSORT i MultiLoc), koji su
analiziranjem aminokiselinskog slijeda f-kriptogeina dali vrlo sli¢ne rezultate (Tablica 5).
Prema rezultatima analize, endogeno sintetiziran S-kriptogein secernira se van stanice,
odnosno dobiveni rezultati ukazuju na izvanstani¢nu lokalizaciju S-kriptogeina. SignalP
4.1 serverom odredena je prisutnost N-terminalnog signalnog peptida s mjestom za

cijepanje izmedu 20. i 21. aminokiselinskog ostatka (Slika 16).
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Tablica 5. Bioinformati¢cko predvidanje stani¢ne lokalizacije p-kriptogeina u biljnim

stanicama.

Softver

Rezultati predvidanja/vjerojatnost

YLoc

TargetP

WOLF PSORT
MultiLoc (biljke)

sekrecija 100%
sekrecija 82%
kloroplasti 6, izvanstani¢ni 5, jezgra 1, citoplazma 1

izvanstani¢ni 63%, ®kloroplasti 12%, citoplazma 7%

SignalP-4,1 prediction {euk networks): Sequence

Score

8,2

- ___fpﬁxfn—_ﬁr—~——~rﬂfij
B.B_H\H\|I||||H|HH\ T

HNFTHLLHHUHHHLUGSHNHTHCTHTQQTHH?KTLUSILSDHSFHQCSTDSG?SHLTHKHLPTTHQYKLT

T
C-score

S=score
Y-score

19 29 38 48 58 68 7a
Position

Slika 16. Prisutnost N-terminalnog signalnog peptida kod pg-kriptogeina s mjestom za

cijepanje izmedu 20. i 21. aminokiselinskog ostatka odredena SignalP 4.1 serverom.
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4.6. Izvanstani¢ni proteini u tekucoj hranjivoj podlozi transgenog korijenja

Zbog nedostatka protutijela za S-kriptogein elektroforezom SDS-PAGE analizirani
su izvanstani¢ni proteini. Analizirane su tekuce hranjive podloge u kojima je uzgajano
transgeno korijenje linija OA4, O3 i O6 tretirano 1%-tnim etanolom ili vodom. Hranjiva je
podloga uzorkovana 14 dana nakon tretmana etanolom budu¢i da je tada zabiljeZzena i
ekspresija gena crypt, te se u skladu s time ocekuje i sinteza f-kriptogeina. Hranjiva
podloga linije OA4 posluzila je kao kontrola da dobivene proteinske vrpce ne nastaju
uslijed ekspresije gena i sinteze proteina potaknutim etanolom per se. Utvrdena je
prisutnost specifi¢ne proteinske vrpce, €ija veli¢ina odgovara molekularnoj masi f-
kriptogeina (od otprilike 10 kDa), samo u crypt-linijama tretiranim etanolom (Slika 17).
Navedena proteinska vrpca nije uocena u uzorku proteina iz tekuce hranjive podloge na
kojoj je rasla linija OA4 tretirana etanolom, kao niti u hranjivim podlogama crypt-linija
tretiranih vodom. Prema rezutatima predvidanja, ucinjenim pomocu Servera EXPASy

(softverskim alatom Compute pl/Mw), molekulska masa g-kriptogeina iznosi 10.4 kDa.
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Slika 17. Reprezentativni SDS-PAGE izvanstani¢nih proteina u tekucoj hranjivoj podlozi
transgenog korijenja ukrasne koprive (linija OA4, O3 i O6) induciranog 1% -tnim
etanolom (Et) ili vodom (K). M: standard molekularne mase proteina Precision Plus
Protein™ Standard. Gel je nakon bojenja srebrovim nitratom dokumentiran skeniranjem
pomocu skenera HP ScanJet 3400C (Hewlett-Packard Company, Palo Alto, SAD).
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4.7. U¢inak ekspresije gena crypt na rast transgenog korijenja ukrasne koprive

Linije kosmatog korijenja rasle su u dvije faze, a kako je svrha ovog eksperimenta
odrediti i utjecaj S-kriptogeina na rast transgenog korijenja, indeks rasta (GI) korijena
mjeren je tijekom 2. faze rasta nakon indukcije ekspresije gena crypt. Povecanje rasta
korijenja u sve cetiri transgene linije (OA4, O3, O5 i O6) prisutno je do 7. dana od
tretmana etanolom (11. dan subkulture), nakon ¢ega sve linije ulaze u stacionarnu fazu
rasta budué¢i da se GI korijenja, tijekom naredna dva tjedna, nije znafajno mijenjao u
odnosu na sedmi dan (Slika 18). Tretman etanolom znacajno je smanjio rast transgenog
korijenja. Tjedan dana nakon tretmana 1% -tnim i 2% -tnim etanolom Gl linije OA4 se
smanjio za 78% (P = 0.00002) odnosno 93% (P = 0.000024) u odnosu na kontrolno
korijenje tretirano vodom. GI korijenja znaajno je manji i u crypt-linija (O3 i O6)
induciranih etanolom u odnosu na korijenje tretirano vodom, s izuzetkom linije O5 gdje 7.
i 14. dan nije bilo znacajne razlike izmedu GI korijenja tretiranog etanolom i kontrolnog
korijenja tretiranog vodom (Slika 18). Sedmi dan nakon tretmana 1% -tnim etanolom Gl
korijenja linije O3 i O6 smanjio se za 37% (P = 0.033) i 50% (P = 0.00002), dok je tretman
2% -tnim etanolom uzrokovao smanjenje Gl korijenja za 57% (P = 0.0001) i 71% (P =
0.00002). Izmedu tretmana razliitim koncentracijama etanola (1% i 2%) nisu uocene
statisticki znacajne razlike. Nakon tri tjedna rasta u kulturi korijenje je zbog nedostatka
hranjivih tvari i prostora za rast pocelo tamniti i nekrotizirati. Prema rezultatima
preliminarnog ekperimenta, u 1. fazi rasta korijencica prije tretmana etanolom, Gl za linije
OA4, 03 06 iznosio je 4-5, dok je za liniju O5 bio oko 3.
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Slika 18. Indeks rasta (GI) transgenog korijenju ukrasne koprive (linija OA4, O3, O5i 06)
mjeren tijekom druge faze rasta odredivanjem mase svjezeg korijenja prije indukcije

etanolom te 7., 14. i 21. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 1% i 2% -tnim etanolom
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(EtOH). Kontrolu predstavlja korijenje tretirano vodom. Rezultati (n = 9) su prikazani kao
srednje vrijednosti = SD. Testiranje razlika izmedu pojedinih skupina Newman-Keuls
testom ukljucuje sve linije i sva uzorkovanja u svim vremenskim intervalima. Slova

oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (P < 0.05).

4.8. Sadrzaj ukupnih topljivih fenola u transgenom korijenju ukrasne koprive

Tijekom rasta pra¢en je sadrzaj ukupnih topljivih fenola u transgenom korijenju
(Slika 19). Najveci sadrzaj ukupnih fenola u svih linija izmjeren je u stacionarnoj fazi
rasta, a to je 14. dan subkulture za linije OA4, O3 i O6 te 21. dan subkulture za liniju O5.
Tretman etanolom nije imao ucinak na akumulaciju ukupnih topljivih fenola u korijenju
linije OA4 no znacajno je utjecao na akumulaciju fenolnih spojeva u transgenim crypt
linijjama. U kontrolnoj liniji OA4, bez gena crypt tijekom indukcijskog perioda, nije
uocena znacajna razlika u sadrzaju ukupnih topljivih fenola izmedu korijenja tretiranog
etanolom (1% i 2%) i korijenja tretiranog vodom. Fenolni spojevi u svim crypt-linijama
(03, O5 1 0O6) akumuliraju se po vrlo slicnom obrascu. Tjedan dana nakon indukcije tkiva
etanolom nisu uocene znacajne razlike u sadrzaju ukupnih topljivih fenola izmedu
korijenja tretiranog etanolom i kontrolnog korijenja tretiranog vodom, osim u linije O5
gdje je sadrzaj fenola zna¢ajno manji u tkivu tretiranom 1% -tnim (P = 0.018) i 2% -tnim
etanolom (P = 0.021) u odnosu na kontrolu. Dva tjedna nakon indukcije crypt-linija
etanolom, sadrzaj ukupnih topljivih fenola u korijenju smanjuje se ovisno o koncentraciji
primijenjenog etanola. Nakon tretmana 1% -tnim etanolom sadrzaj fenola u tkivu smanjuje
se za 18-37% (P < 0.005), dok se nakon tretmana 2% -tnim etanolom sadrzaj fenola
smanjuje za 44-57% (P = 0.0001) u odnosu na kontrolno korijenje. Trec¢i tjedan nakon
tretmana etanolom sadrzaj fenola u tkivu crypt-linija nastavio se smanjivati, od 36% do
58% u odnosu na kontrolno tkivo (P < 0.01). U linija O3 i O6 nije uocena znacajna razlika
u sadrzaju fenola u tkivu tretiranom razli¢itim koncentracijama etanola, dok je u linije O5
smanjenje sadrzaja fenola znacajno ovisilo o koncentraciji etanola (P = 0.0001). Dakle
moze se zakljuciti da je ekspresija gena crypt u transgenom korijenju linija O3, O5 i 06

povezana sa smanjenjem sadrzaja fenola u tkivu korijena.
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Slika 19. Sadrzaj ukupnih topljivih fenola u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija OA4, O3, O5 i O6) prije indukcije ekspresije gena crypt

te 7., 14. i 21. dan nakon indukcije 1% i 2% -tnim etanolom (EtOH). Kontrolu predstavlja korijenje tretirano vodom. Rezultati (n = 9) su

prikazani kao srednje vrijednosti £ SD. Razlike izmedu pojedinih mjerenja testirane su unutar svake linije posebno Newman-Keuls testom.

Zasebno su statisticki obradeni podaci za pojedinu liniju, a slova oznaavaju statisticki znac¢ajne razlike izmedu pojedinih skupina unutar linije (P

<0.05).
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Rezultati

4.9. Izluc¢ivanje fenolnih spojeva iz tkiva u hranjivu podlogu transgenog korijenja

S obzirom na znacajno smanjenje koli¢ine fenolnih spojeva u tkivu transgenih
crypt-linija analizirana je hranjiva podloga u kojoj je tkivo uzgajano. Izlu¢ivanje fenolnih
spojeva u tekucu hranjivu podlogu praceno je tijekom rasta i uslijed indukcije korijenja
etanolom (Slika 20). Tretman etanolom nije imao uc¢inak na sekreciju fenolnih spojeva iz
korijenja OA4 u tekucu hranjivu podlogu; tijekom indukcijskog perioda, nije uocena
znacajna razlika u sadrzaju ukupnih topljivih fenola u hranjivoj podlozi korijenja tretiranog
etanolom (1% i 2%) i korijenja tretiranog vodom. Sadrzaj fenolnih spojeva u hranjivoj
podlozi crypt-linija (O3, O5 i 06) induciranih etanolom rastao je tijekom trotjednog
indukcijskog perioda. Znacajan porast sadrzaja ukupnih topljivih fenola u tekucoj hranjivoj
podlozi, u odnosu na kontrolno korijenje tretirano vodom, uocen je tjedan dana nakon
indukcije 2% -tnim etanolom u linije O3 (P = 0.002) te u linije O6 tretirane s obje
koncentracije etanola (1%, P = 0.039; 2%, P = 0.038). Sekrecija fenolnih spojeva
inducirana etanolom nastavila se tijekom indukcijskog perioda. Povecanje sekrecije fenola
u linije O3 ovisilo je o koncentraciji primijenjenog etanola. Dva tjedna nakon indukcije
tkiva etanolom (1% 1 2%) sadrzaj ukupnih topljivih fenola je u hranjivoj podlozi linije O3
povecan za 40% (P = 0.0025) odnosno za 69% (P = 0.0001), dok je nakon tri tjedna
povecan za 37% (P = 0.00013), odnosno za 52% (P = 0.00016). Obje koncentracije etanola
stimulirale su sekreciju fenola u linije O6, nakon dva tjedna indukcije za 44-50% (1%, P =
0.0009; 2%, P = 0.0003), a nakon tri tjedna za 23-35% (1%, P = 0.0074; 2%, P = 0.0002).
Sekreciju fenola u linije O5 stimulirala je samo indukcija s 1% -tnim etanolom. Dva tjedna
nakon tretmana etanolom, sadrZaj fenola u hranjivoj podlozi linije O5 porastao je za 31%
(P = 0.023), dok je nakon tri tjedna porastao za 38% (P = 0.00025) u odnosu na kontrolno
korijenje, kada je zabiljezena i najveéi sadrzaj ukupnih topljivih fenola u tekucoj podlozi
(0.123 mg x mL™). Maksimum sekrecije, u odnosu na kontrolno korijenje, u linije O3 i 06
postignut je dva tjedna nakon tretmana 2% -tnim etanolom, dok je u linije O5 maksimum
sekrecije postignut tri tjedna nakon indukcije 1% -tnim etanolom. Maksimalna sekrecija
fenolnih spojeva (69%), u odnosu na kontrolu tretiranu vodom, utvrdena je u linije O3. 1z
navedenih rezultata moze se zakljuciti da je indukcija gena crypt etanolom u transgenom
korijenju povezana s povecanim sadrzajem ukupnih topljivih fenola u hranjivoj podlozi,

odnosno sa stimulacijom sekrecije fenolnih spojeva.
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Slika 20. Sadrzaj ukupnih topljivih fenola u tekucoj hranjivoj podlozi transgenog korijenja ukrasne koprive (linija OA4, 03, O5 i O6) prije
indukcije ekspresije gena crypt te 7., 14. i 21. dan nakon indukcije 1% i 2% -tnim etanolom (EtOH). Kontrolu predstavlja korijenje tretirano
vodom. Rezultati (n = 9) su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Razlike izmedu pojedinih mjerenja testirane su unutar svake linije posebno
Newman-Keuls testom. Zasebno su statisticki obradeni podaci za pojedinu liniju, a slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih

skupina unutar linije (P < 0.05).
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Rezultati

4.10. Sadrzaj ruzmarinske Kiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive

Sadrzaj ruzmarinske kiseline u transgenom korijenju tretiranom etanolom analiziran
je HPLC-om i prikazan na Slici 21. RA je identificirana usporedbom vremena retencije i
UV-spektra s referentnim standardom ruzmarinske kiseline (Slika 22B, C), dok je sadrzaj
odreden pomoc¢u standardne Kkrivulje ovisnosti povrsSine pika i razli¢itih koncentracija
standarda. Prema rezultatima HPLC analize sadrzaj RA u transgenom korijenju znac¢ajno je
narastao ulaskom tkiva u stacionarnu fazu rasta, osim za liniju O3 koja i tijekom
eksponencijalne faze rasta nakuplja maksimalni sadrzaj RA. Tretman etanolom nije imao
uéinak na akumulaciju RA u korijenju linije OA4; tijekom indukcijskog perioda nije
uocena znacajna razlika u sadrZzaju RA izmedu korijenja tretiranog etanolom (1% 1 2%) 1
korijenja tretiranog vodom. Kao Sto je bio slucaj kod sadrzaja fenola u tkivu, ekspresija
gena crypt u transgenom Kkorijenju induciranom etanolom povezana je i sa smanjenjem
razine RA u tkivu. Smanjenje sadrzaja RA u crypt-linjjama ovisilo je o konacnoj
koncentraciji primijenjenog etanola. Tjedan dana nakon indukcije tkiva etanolom nisu
uocene znacajne razlike u sadrzaju RA u tkivu korijenja tretiranog etanolom i kontrolnog
korijenja tretiranog vodom, osim u linije O3 gdje je sadrzaj RA, u odnosu na kontrolno
tkivo, znacajno manji u tkivu tretiranom 2% -tnim etanolom (P = 0.00025). Dva tjedna
nakon tretmana 1% -tnim etanolom sadrzaj RA u tkivu linije O3 smanjuje se za 39% (P =
0.0061), u linije O5 za 46% (P = 0.0003) te u linije O6 za 43% (P = 0.0001) u odnosu na
kontrolno korijenje tretirano vodom. Nakon tretmana 2% -tnim etanolom sadrzaj RA
smanjuje se za 87% (linija O3, P = 0.00014), 72% (linija O5, P = 0.00014) i za 74% (linija
06, P = 0.00014) u odnosu na kontrolno korijenje. Tre¢i tjedan nakon tretmana etanolom
sadrzaj RA u tkivu crypt-linija nastavio se smanjivati, u linije O3 za 77-88% (1%, P =
0.04; 2%, P = 0.023), a u linije O6 za 79% (P = 0.00014). U linija O3 i O6 nije uocena
znacajna razlika u sadrZzaju RA izmedu tretmana razli¢itim koncentracijama etanola, dok je
u linjje O5 smanjenje sadrzaja RA znacajno ovisilo o konacnoj koncentraciji etanola u
podlozi. Sadrzaj RA u tkivu linije O5 induciranom 1% -tnim etanolom smanjen je za 61%
(P = 0.00013), dok je tretman 2% -tnim etanolom uzrokovao smanjenje za 86% (P =
0.00013) u odnosu na kontrolno korijenje. Dakle moze se zakljuciti da je ekspresija gena

crypt u transgenom korijenju povezana sa smanjenjem sadrzaja RA u tkivu korijena.
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Slika 21. Sadrzaj ruzmarinske kiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija OA4, O3, O5 i 06) 7., 14. i 21. dan nakon indukcije
ekspresije gena crypt 1% i 2% -tnim etanolom (EtOH). Kontrolu predstavlja korijenje tretirano vodom. Rezultati (n = 9) su prikazani kao srednje
vrijednosti = SD. Razlike izmedu pojedinih mjerenja testirane su unutar svake linije posebno Newman-Keuls testom. Zasebno su statisti¢ki

obradeni podaci za pojedinu liniju, a slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina unutar linije (P < 0.05).
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Slika 22. Razdvajanje fenolnih kiselina kromatografijom HPLC. A) Kromatogram
standarda kavene kiseline (0.015 mg x mL™); B) kromatogram standarda ruzmarinske
kiseline (0.025 mg x mL™); C) kromatogram metanolnog ekstrakta tkiva transgenog

korijenja ukrasne koprive (linija O3).
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4.11. Sadrzaj kavene Kkiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive

Sadrzaj kavene kiseline u transgenom korijenju induciranom etanolom analiziran je
HPLC-om i prikazan na Slici 23. CAF je identificirana usporedbom vremena retencije i
UV-spektra s referentnim standardom kavene kiseline (Slika 22A, C), dok je sadrzaj
odreden pomoc¢u standardne Krivulje ovisnosti povrSine pika i razli¢itih koncentracija
standarda. Prema rezultatima HPLC analize, tretman etanolom nije imao ucinak na
akumulaciju CAF u korijenju linije OA4; tijekom indukcijskog perioda, nije uocena
Znacajna razlika u sadrzaju CAF izmedu korijenja tretiranog etanolom (1% 1 2%) i
korijenja tretiranog vodom. Sadrzaj CAF u tkivu crypt-linija induciranih etanolom bio je
prilicno stabilan tijekom rasta no smanjivao se u stacionarnoj fazi rasta. Znacajno nizi
sadrzaj CAF, u odnosu na kontrolu, uocen je tri tjedna nakon indukcije linije O5 1% -tnim
(P =0.0017) i 2% -tnim (P = 0.00013) etanolom te u linije O6 tretirane 2% -tnim etanolom
(P = 0.013). Takoder, u linije O3, 14. dan nakon tretmana 2% -tnim etanolom uocen je

znacajno manji sadrzaj CAF u odnosu na kontrolno korijenje (P = 0.0012).
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Slika 23. Sadrzaj kavene kiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija OA4, O3, O5i O6) 7., 14. i 21. dan nakon indukcije ekspresije
gena crypt 1% i 2% -tnim etanolom (EtOH). Kontrolu predstavlja korijenje tretirano vodom. Rezultati (n = 9) su prikazani kao srednje vrijednosti
+ SD. Razlike izmedu pojedinih skupina testirane su unutar svake linije posebno Newman-Keuls testom. Zasebno su statisticki obradeni podaci

za pojedinu liniju, a slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina unutar linije (P < 0.05).
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Rezultati

4.12. Sadrzaj ruzmarinske i kavene Kkiseline u tekucoj hranjivoj podlozi transgenog

korijenja ukrasne koprive

Dva tjedna nakon indukcije ekspresije gena crypt u transgenom Kkorijenju etanolom
odredivan je sadrzaj ruzmarinske i kavene kiseline u tekucoj hranjivoj podlozi, budu¢i da
je u preliminarnom eksperimentu pokazano kako tada dolazi do povecane sekrecije
ukupnih topljivih fenola u hranjivu podlogu. Sadrzaj RA i CAF u tekucoj hranjivoj podlozi
HPLC analizom te prikazan na Slici 24. Tretman transgenog korijenja linije OA4 1% -tnim
etanolom nije imao ucinak na sekreciju RA u tekucu hranjivu podlogu, dok je tretman 2% -
tnim etanolom 3 puta povecao sadrzaj RA u tekucoj podlozi u odnosu na kontrolu (P =
0.00016, Slika 24A). HPLC analiza pokazala je znatno veci sadrzaj RA u hranjivim
podlogama crypt-linija tretiranih etanolom u odnosu na podlogu kontrolnog korijenja
tretiranog vodom (P < 0.05). Sekrecija RA ovisila je o kona¢noj koncentraciji etanola u
podlozi te je bila najveca u korijenja induciranog 2% -tnim etanolom (Slika 24A). Sadrzaj
RA u hranjivoj podlozi transgenog korijenja tretiranog 1% -tnim etanolom povecan je, u
odnosu na kontrolu, 19 puta u linije O3 (P = 0.00016), 5 puta u linije O5 (P = 0.00016) te
15 puta u linije O6 (P = 0.0005). Tretman transgenog korijenja 2% -tnim etanolom
povecao je sadrzaj RA u hranjivoj podlozi, u odnosu na kontrolu, 31 puta u linije O3 (P =
0.00018), 10 puta u linije O5 (P = 0.00019) te 46 puta u linije O6 (P = 0.00022).

Tretman transgenog korijenja linije OA4 1% -tnim etanolom nije imao uc¢inak na
sekreciju CAF u tekuéu hranjivu podlogu, dok je tretman 2% -tnim etanolom 3 puta
povecao sadrzaj CAF u tekucoj hranjivoj podlozi u odnosu na kontrolu (P = 0.013, Slika
24B). CAF nije zabiljezena u hranjivoj podlozi crypt-linija tretiranih vodom, dok je
zabiljezena u hranjivoj podlozi Korijenja tretiranog etanolom. Sekrecija CAF ovisila je o
konac¢noj koncentraciji etanola u podlozi te je bila ve¢a u korijenja tretiranog 2% -tnim
etanolom (Slika 24B). Sadrzaj CAF u hranjivoj podlozi transgenog korijenja tretiranog 2%
-tnim etanolom bio je znacajno povecan, u odnosu na tretman 1% -tnim etanolom, u linije
O3 (P = 0.00019) i u linije O6 (P = 0.0016), dok u linije O5 razlika u koncentraciji etnola
nije prouzrocila statisti¢ki znacajnu razliku u koncentraciji CAF u podlozi.

Sekrecija RA (P = 0.0002) i CAF (P < 0.0005) u crypt-linijama induciranim 2% -

tnim etanolom bila je znacajno veca, u odnosu na liniju OA4.
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Slika 24. Sadrzaj ruzmarinske (RA; A) i kavene (CAF; B) kiseline u tekucoj hranjivoj
podlozi transgenog korijenja ukrasne koprive (linija OA4, O3, O5 i O6) 14 dana nakon
indukcije ekspresije gena crypt 1% i 2% -tnim etanolom. Kontrolu predstavlja korijenje
tretirano vodom. Rezultati (n = 6) su prikazani kao srednje vrijednosti = SD. Testiranje
razlika izmedu pojedinih skupina Newman-Keuls testom ukljucuje sve linije. Slova

oznacavaju statisticki znacajne razlike (P < 0.05). ND: nije detektirano.
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4.13. Autofluorescencija fenolnih spojeva in vivo

Autofluorescencija fenolnih spojeva in vivo, u svjezem Kkorijenju tretiranom
etanolom i vodom (kontrola), promatrana je fluorescentnim mikroskopom (Slika 25).
Fenolni spojevi u tkivu korijenja pri pobudnoj svjetlosti valne duljine 450-490 nm
fluoresciraju intenzivno Zuto-zeleno (515 i 565 nm). Na Slici 25. prikazana je
autofluorescencija fenolnih spojeva u transgenom korijenju cetiri transgene linije (OA4,
03, O5 i 06) tretirane 1% -tnim etanolom i vodom (kontrolno korijenje). Intenzitet
fluorescencije u korijenja linije OA4 tretiranog etanolom i netretiranog korijenja priblizno
je jednak, $to upucuje na jednaku akumulaciju fenolnih spojeva. Za razliku od linije OA4,
intenzitet autofluorescencije u crypt-linija (O3, O5 i O6) tretiranih etanolom manji je u
odnosu na intenzitet u kontrolnog Kkorijenja tretiranog vodom. Dobiveni rezultati
autofluorescencije korijenja potvrduju da uslijed ekspresije gena crypt dolazi do sekrecije

fenolnih metabolita iz tkiva.
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Slika 25. Autofluorescencija fenolnih spojeva in vivo u svjezem transgenom korijenju Cetiri transgene linije (OA4, O3, O5 i O6) tretirane 1% -
tnim etanolom i vodom (kontrola). Skala iznosi 100 pm.
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4.14. Oksidacijski/antioksidacijski status transgenog korijenja ukrasne koprive
4.14.1. Koli¢ina vodikovog peroksida u transgenom korijenju ukrasne koprive

Oksidacijski status transgenog korijenja u kojem je ekspresija gena crypt inducirana
etanolom procjenjivan je mjerenjem koli¢ine H,O,, koja je prikazana na Slici 26. Tri dana
nakon tretmana etanolom (0.1% i 1%) u transgenom korijenju kontrolne linije OA4 uocen
je znacajni porast koli¢ine H,O, u odnosu na korijenje iste linije tretirano vodom (P =
0.00013), dok je 7. i 14. dan nakon tretmana razina H,O, u tkivu tretiranom vodom
dostigla vrijednosti H,O, u etanolom tretiranom tkivu, bez medusobnih znac¢ajnih razlika.
Za razliku od linije OA4, tri dana nakon tretmana crypt-linija nije uo¢ena znacajna razlika
u koli¢inama H,0; izmedu tkiva tretiranog etanolom i kontrolnog tkiva tretiranog vodom.
Tjedan dana nakon tretmana koli¢ina H,O, u tretiranom Korijenju linije O3 opada ovisno o
koncentraciji etanola u tekucoj podlozi, dok koli¢ina H,O, u tkivu linije O6 ostaje
nepromjenjena. Tretman linije O3 0.1%-tnim etanolom smanjuje koli¢inu H,O, za 15% (P
=0.004), dok 1% -tnim etanolom uzrokuje smanjenje koli¢ine H,O, za 30% (P = 0.00013),
u odnosu na korijenje tretirano vodom. Dva tjedna nakon tretmana koli¢ina H,O, u
korijenju linije O6 i dalje ostaje nepromijenjena, dok u korijenju linije O3 tretiranog 1%-
tnim etanolom koli¢ina H,O, opada za 27% (P = 0.003).

4.14.2. Razina lipidne peroksidacije u transgenom korijenju ukrasne koprive

Oksidacijski status, izmedu ostalog, procjenjuje se i odredivanjem razine LPO
tkiva. Razina lipidne peroksidacije u transgenom korijenju induciranom etanolom prac¢ena
je mjerenjem koli¢ine MDA (Slika 27). Tri dana nakon tretmana etanolom (0.1% i 1%) u
transgenom korijenju linije OA4 uocen je znacajni porast kolicine MDA u odnosu na
kontrolno korijenje tretirano vodom (P < 0.0002), dok se 7. i 14. dan nakon tretmana
koli¢ina MDA u tkivu tretiranom etanolom nije znacajno razlikovala od koliine u
kontrolnom tkivu. U obje ispitivane crypt-linije (O3 i O6) 3., 7. i 14. dan nakon tretmana
etanolom nisu uocene statistiCki znacajne razlike u koli€¢ini MDA izmedu korijenja
tretiranog etanolom i kontrolnog korijenja tretiranog vodom. U transgenom tkivu razina
lipidne peroksidacije ostaje nepromjenjena nakon indukcije ekspresije gena crypt

etanolom.
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izmedu pojedinih skupina unutar linije (P < 0.05).

Slika 26. Koli¢ina H,0, u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija OA4 - A, O3 - B,
06 - C) prije te 3., 7. i 14. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 0.1% i 1% -tnim
etanolom (EtOH). Kontrolu predstavlja korijenje tretirano vodom (dH,0). Rezultati (n = 9)

su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike
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Slika 27. Koli¢ina MDA u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija OA4 - A, O3 - B,
06 - C) prije te 3., 7. i 14. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 0.1% i 1%-tnim
etanolom (EtOH). Kontrolu predstavlja korijenje tretirano vodom (dH,0). Rezultati (n = 9)
su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike

izmedu pojedinih skupina unutar linije (P < 0.05).
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4.14.3. Aktivnost NADPH-oksidaze u transgenom korijenju ukrasne koprive

Specifi¢na aktivnost NOX u tkivu transgenog korijenja induciranog etanolom
prikazana je na Slici 28. Tretman etanolom nije imao ucinak na specifi¢nu aktivnost NOX
u korijenju linije OA4. Tijekom indukcijskog perioda, nije uofena znacajna razlika u
specifi¢noj aktivnosti NOX u tkivu korijenja tretiranog etanolom (0.1% 1 1%) 1 tkivu
korijenja tretiranog vodom. Tre¢i dan nakon tretmana etanolom u obje crypt-linije (O3 i
06) nisu uocene znacajne razlike u specifi¢noj aktivnosti NOX u tkivu korijenja tretiranog
etanolom i tkivu kontrolnog korijenja tretiranog vodom. Tjedan dana nakon indukcije
etanolom u transgenom korijenju linije O3 specifi¢na aktivnost NOX znacajno je porasla.
Porast specifi¢ne aktivnosti NOX ovisio je o koncentraciji etanola u podlozi te je aktivnost
kod tretmana 0.1% -tnim etanolom porasla za 54% (P = 0.003), dok je aktivnost nakon 1%
-tnog tretmana porasla za 98% (P = 0.00014) u odnosu na korijenje iste linije tretirano
vodom. U linije O6 niti jedna koncentracija etanola nije znacajno utjecala na aktivnost
NOX. Dva tjedna nakon indukcije crypt-linija etanolom, specifi¢éna aktivnost NOX u
korijenju obje linije raste ovisno o koncentraciji primijenjenog etanola. Tretman 0.1% -
tnim etanolom povecao je aktivnost NOX za 41% u linije O3 (P = 0.013) i za 63% kod
linijje O6 (P = 0.0003), dok se nakon tretmana 1% -tnim etanolom aktivnost NOX
povecava za 60% kod linije O3 (P = 0.0002) te za 103% u linije O6 (P = 0.0002), u odnosu

na korijenje istih linija tretirano vodom.
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Slika 28. Specifi¢na aktivnost NOX u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija OA4 -
A, 03 - B, 06 - C) prije te 3., 7. i 14. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 0.1% i 1%
-tnim etanolom (EtOH). Kontrolno tkivo tretirano je vodom (dH,0). Rezultati (n = 9) su
prikazani kao srednje vrijednosti £ SD. Slova oznacavaju statistiCki znacajne razlike

izmedu pojedinih skupina unutar linije (P < 0.05).
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4.14.4. Aktivnost superoksid-dismutaze u transgenom korijenju ukrasne koprive

Tretman etanolom nije imao ucinak na specifiénu aktivnost SOD u korijenju
kontrolne linije OA4; tijekom indukcijskog perioda, nije uoc¢ena znacajna razlika izmedu
specificne aktivnosti SOD u tkivu korijenja tretiranog etanolom (0.1% i 1%) i tkivu
korijenja tretiranog vodom (Slika 29). Treé¢i dan nakon tretmana etanolom u obje crypt-
linjje (O3 i O6) specifi¢na aktivnost SOD ostala je nepromijenjena nakon primjene obje
koncentracije etanola u odnosu na korijenje istih linija tretirano vodom. Tjedan dana nakon
indukecije etanolom (0.1% 1 1%) u transgenom korijenju linije O3 specifi¢na aktivnost SOD
porasla je za 55% (0.1%, P = 0.0009) i 39% (1%, P = 0.028) u odnosu na tkivo iste linije
tretirano vodom, dok u linije O6 niti jedna koncentracija etanola nije znacajno utjecala na
aktivnost SOD. Dva tjedna nakon indukcije crypt-linija etanolom, specificna aktivnost
SOD u Korijenju obje linije raste. Tretman linije O3 0.1% -tnim etanolom povecao je
aktivnost SOD za 41% (P = 0.03) dok je tretman 1% -tnim etanolom povecao aktivnost za
68% (P = 0.00023) u odnosu na kontrolno tkivo iste linije tretirano vodom. U linije O6
porast specifi¢ne aktivnosti SOD ovisio je o koncentraciji etanola u podlozi te je aktivnost
kod tretmana 0.1% -tnim etanolom porasla za 36% (P = 0.039), dok je aktivnost nakon 1%
-tnog tretmana porasla za 130% (P = 0.00015) u odnosu na kontrolno tkivo iste linije

tretirano vodom.
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Slika 29. Specifi¢na aktivnost SOD u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija OA4 -
A, O3 - B, 06 - C) prije te 3., 7. i 14. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 0.1% i
1%-tnim etanolom (EtOH). Kontrolno tkivo tretirano je vodom (dH,0). Rezultati (n = 9)
su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike
izmedu pojedinih skupina unutar linije (P < 0.05).
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4.14.5. Aktivnost katalaze u transgenom korijenju ukrasne koprive

Specifi¢na aktivnost katalaze (CAT) u tkivu transgenog korijenja u kojem je
ekspresija gena crypt inducirana etanolom prikazana je na Slici 30. Tretman etanolom nije
imao ucinak na specificnu aktivnost CAT u korijenju linije OA4; tijekom indukcijskog
perioda, nije uoCena znacajna razlika u specificnoj aktivnosti CAT u tkivu korijenja
tretiranog etanolom (0.1% i 1%) i tkivu korijenja tretiranog vodom. Tre¢i dan nakon
tretmana etanolom u obje crypt-linije (O3 i O6) nisu uocene znacajne razlike u specifi¢noj
aktivnosti CAT u tkivu korijenja tretiranog etanolom i tkivu kontrolnog korijenja tretiranog
vodom. Tjedan dana nakon tretmana 1% -tnim etanolom u transgenom korijenju linije O3
doslo je do znacajnog porasta specificne aktivnosti CAT za 117% u odnosu na korijenje
iste linije tretirano vodom (P = 0.00014), dok je u linije O6 specifi¢na aktivnost CAT
nakon tretmana etanolom ostala nepromjenjena u odnosu na kontrolno tkivo tretirano
vodom. Dva tjedna nakon indukcije transgenog korijenja 1% -tnim etanolom u obje crypt-
linijje (O3 1 O6) doslo je do povecanja specificne aktivnosti CAT u tkivu. Specificna
aktivnost CAT u korijenju linije O3 znacajno je povecana za 134% (P = 0.00014), dok je u
korijenju linije O6 povecana za 346% (P = 0.00013) u odnosu na kontrolno korijenje

tretirano vodom.
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Slika 30. Specificna aktivnost CAT u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija OA4 -
A, 03 - B, 06 - C) prije te 3., 7. i 14. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 0.1% i
1%-tnim etanolom (EtOH). Kontrolu predstavlja korijenje istih linija tretirano vodom
(dH20). Rezultati (n = 9) su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Slova oznacavaju

statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina unutar linije (P < 0.05).

89




Rezultati

4.14.6. Aktivnost gvajakol-peroksidaza u transgenom korijenju ukrasne koprive

Specifi¢na aktivnost gvajakol-peroksidaza (GPOD) u tkivu transgenog korijenja u
kojem je ekspresija gena crypt inducirana etanolom prikazana je na Slici 31. Tretman
etanolom nije imao uc¢inak na specifi¢nu aktivnost GPOD u korijenju linije OA4; tijekom
indukcijskog perioda, nije uotena znacajna razlika u specifi¢noj aktivnosti GPOD u tkivu
korijenja tretiranog etanolom (0.1% i 1%) i tkivu korijenja tretiranog vodom. Tre¢i dan
nakon tretmana etanolom u obje crypt-linije (O3 i O6) nisu uofene znacajne razlike u
specifi¢noj aktivnosti GPOD u tkivu Korijenja tretiranog etanolom i tkivu kontrolnog
korijenja tretiranog vodom. Tjedan dana nakon tretmana korijenja 1% -tnim etanolom u
obje crypt-linije doslo je do znacajnog porasta specificne aktivnosti GPOD za 90% u linije
O3 (P = 0.0002) te za 112% u linije O6 (P = 0.0085), u odnosu na kontrolno korijenje.
Indukcija 1% -tnim etanolom znacajno je povecala specificnu aktivnost GPOD i nakon dva
tjedna u obje crypt-linije, dok je specifi¢na aktivnost GPOD u tkivu induciranom 0.1% -
tnim etanolom ostala nepromjenjena u odnosu na kontrolno tkivo tretirano vodom.
Specifi¢na aktivnost GPOD u korijenju linije O3 povecana je za 63% (P = 0.0002), dok je
u korijenju linije O6 povecana za 210% (P = 0.00013) u odnosu na kontrolno korijenje.
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Slika 31. Specifi¢na aktivnost GPOD u transgenom korijenju (linija OA4 - A, O3 - B, O6 -
C) prije te 3., 7. i 14. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 0.1 i 1%-tnim etanolom
(EtOH). Kontrolno tkivo tretirano vodom (dH,0). Rezultati (n = 9) su prikazani kao

srednje vrijednosti + SD. Slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih

91




Rasprava

5. RASPRAVA

92




Rasprava

5.1. Utjecaj geneticke elicitacije na sintezu fenolnih spojeva u transgenom korijenju

ukrasne koprive

Veliki farmakoloski znacaj fenolnih spojeva vodio je ka brojnim istrazivanjima
razli¢itih strategija koje bi doprinijele povecanju njihove sinteze u biljkama. Jedan od
pristupa ka povecanju sinteze komercijalno vaznih sekundarnih metabolita ukljucuje
transformaciju bakterijom A. rhizogenes (Ray i sur. 1996, Chaudhuri i sur. 2005) u svrhu
dobivanja kulture kosmatog korijenja, koja Cesto akumulira sekundarne metabolite u
znatno vecoj koli¢ini u odnosu na samu biljku (Georgiev i sur. 2007). Takoder, sinteza
biljnih sekundarnih metabolita moze se povecati i manipulacijom specificnih gena
(Hashimoto i sur. 1993, Canel i sur. 1998) ili indirektnim pristupom, kao $to je npr.
tretman elicitorima koji simuliraju napad patogena (Menke i sur. 1999, Zhao i sur. 2004).
Kombinacije ovih strategija mogu imati sinergisticki u¢inak te doprinijeti poboljSanoj
akumulaciji sekundarnih metabolita (Majumdar i sur. 2012). U svrhu povecanja sinteze i
sekrecije fenolnih spojeva, posebno RA i CAF u tkivu ukrasne koprive, u ovom
istrazivanju kombinirane su sve tri navedene strategije. Kombinacija navedenih strategija
omogucena je upotrebom gena crypt koji kodira oomicetalni elicitor, a koji je u biljni
genom unesen pomocu bakterije A. rhizogenes. Ovaj indirektni pristup otklanja potrebu za
detaljnim poznavanjem biokemije i genetike, ali ne funkcionira na svim vrstama jednako
(Chaudhuri i sur. 2009). Biosintetski putevi i njihov mehanizam regulacije za veéinu
sekundarnih metabolita nisu dovoljno poznati, tako da je uc¢inak elicitacije biljnih kultura

vrlo tesko predvidjeti.

Kako bi predvidjeli ucinke proteinskog produkta transgena crypt na sintezu
fenolnih spojeva u tkivu ukrasne koprive, kosmato korijenje kontrolne linije OA4 koja ne
sadrzi transgen crypt, tretirano je rekombinantnim p-kriptogeinom. Prema dobivenim
rezultatima, tretman g-kriptogeinom stimulirao je akumulaciju fenolnih spojeva u tkivu
ukrasne koprive kao i njihovu sekreciju u tekuéu hranjivu podlogu (Slika 9). Odgovor
kulture kosmatog korijenja na tretman p-kriptogeinom, sli¢an je onome kojeg su u svojem
istrazivanju dobili Chaudhuri 1 sur. (2009). Prema njihovom istrazivanju, tretman
kosmatog korijenja zimske treSnje i ladoleza f-kriptogeinom stimulira rast kosmatog
korijenja u obje vrste, dok u korijenju ladoleza stimulira i povecanu sintezu kalistegina
(Chaudhuri i sur. 2009). Budu¢i da bi povecana sinteza fenolnih spojeva i njihova sekrecija
u tekuc¢u hranjivu podlogu mogla imati znacajnu biotehnolosku primjenu, dobiveni

rezultati bili su poticaj za transformaciju ukrasne koprive genom crypt. Upotrebom
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bioinformatickih alata predvideno je da ¢e se endogeno sintetizirani S-kriptogein
secernirati van stanice te potaknuti obrambeni odgovor stanice, koji izmedu ostalog vodi i

ka povecanoj sintezi sekundarnih metabolita.

Dosada$nja istrazivanja pokazuju osjetljivost ukrasne koprive na zarazavanje
divljim sojevima agrobakterija, a utvrdeni su 1 optimalni uvjeti za transformaciju
eksplantata listova ukrasne koprive i regeneraciju kosmatog korijenja (Bauer i sur. 2002).
Na temelju poznatih metoda transformacije, indukcije i selekcije transgenog korijenja, na
lisnim je eksplantatima ukrasne koprive uspjesno potaknut razvoj velikog broja

korijencica.

Nekoliko istrazivanja opisuje transformaciju genom crypt s ciljem postizanja
rezistencije na napad patogena i povecane sinteze sekundarnih metabolita (Tepfer i sur.
1998, Keller i sur. 1999, Donghua i sur. 2004, Chaudhuri i sur. 2009, Majumdar i sur.
2012). U dosadasnjim istrazivanjima gen crypt kontroliran je razli¢itim promotorima, kao
sto su jaki konstitutivni 35S CaMV promotor (Tepfer i sur. 1998, Chaudhuri i sur. 2009,
Majumdar i sur. 2012), promotor enzima fenilalanin-amonij lijaze iz rize s niskom razinom
konstitutivne ekspresije (Donghua i sur. 2004) i pathogen-inducibilni promotor hsr203J
(Keller 1 sur. 1999). U mojem istrazivanju ekspresija gena crypt bila je kontrolirana
inducibilnim promotorom reguliranim alkoholom. Ovim promotorom moguce je
kontrolirati vrijeme i razinu ekspresije gena crypt. Upotrebom inducibilnih promotora
mogu se izbjedi 1 Stetne posljedice do kojih moze do¢i uslijed konstitutivne ekspresije gena
(Hammond-Kosack i sur. 1994). U slucaju p-kriptogeina stvaranje hipersenzitivnog
odgovora mora biti strogo regulirano kako bi se izbjegla stani¢na smrt (Keller i sur. 1999).
U ovom je istrazivanju kao induktor inducibilnog ekspresijskog sustava bio upotrijebljen
etanol. Od svih testiranih induktora, najveca razina ekspresije transgena postize se
etanolom (Garoosi i sur. 2005, Filichkin i sur. 2006). Kona¢ne koncentracije etanola
upotrijebljene za indukciju gena crypt u transgenom korijenju ukrasne koprive bile su
odredene preliminarno provedenim eksperimentom, a iznose 1% (V/v) i 2% (v/v). Pokazano
je da su koncentracije etanola u rasponu 1 - 2% takoder u¢inkoviti aktivatori inducibilnog
promotora u rajcici (pri zalijevanju korijenja, Garossi i sur. 2005), u sadnicama uro¢njaka
(Roslan i sur. 2001) i u topoli (Filichkin i sur. 2006). U sva tri istrazivanja, ukljucujuéi i
moje, ¢ini se da vece koncentracije etanola i produljena aplikacija uzrokuju stres u biljaka
(Roslan i sur. 2001, Garossi i sur. 2005, Filichkin i sur. 2006).
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Inducibilni promotori omogucavaju upotrebu jedne transgene linije i kao negativne
kontrole i kao eksperimentalne linije te se na taj na¢in umanjuje problem koji moze nastati
zbog varijacije u klonovima. Unato¢ tome u ovom istrazivanju bila je koristena i kontrolna
OA4 linija koju ¢ini kultura kosmatog korijenja dobivena transformacijom pomocu
bakterije A. rhizogenes soja A4 (pRiHRI), a koja ne sadrzi gen crypt (Bauer i sur. 2009).
Linija OA4 bila je upotrijebljena za testiranje ucinka razli¢itih koncentracija etanola per se.
Etanol je zna¢ajno smanjio rast kosmatog korijenja sedam dana nakon tretmana (Slika 18).
Tretman etanolom nije imao uc¢inak na akumulaciju ukupnih topljivih fenola u korijenju
linije OA4 (Slika 19), kao niti na njihovu sekreciju u tekucu hranjivu podlogu (Slika 20).
Rezultati HPLC analize takoder su pokazali kako etanol nije djelovao na akumulaciju RA i
CAF u tkivu transgenog korijenja (Slika 21, 23). Ipak, HPLC analiza hranjive podloge
pokazala je da 2% -tni etanol pomaze sekreciju fenolnih spojeva u hranjivu podlogu (Slika
24).

PCR analiza potvrdila je uspjes$nost geneticke transformacije u linija O3, O5 i O6
umnazanjem gena Crypt i odsjecka gena orfl3 (Slika 13), dok je metodom RT-PCR
potvrdena prisutnost transkripta gena crypt (Slika 14). Transkripti gena crypt su bili
prisutni u svim crypt-linijama tretiranim etanolom, dok u korijenju tretiranom vodom nije
doslo do ekspresije gena crypt (Slika 15). Rezultati semi-kvantitativne RT-PCR analize
pokazali su vecu razinu ekspresije u transgenom korijenju tretiranom 2% -tnim etanolom u
odnosu na tkivo tretirano 1%-tnim etanolom. Etanol per se nije imao utjecaja na ekspresiju
p-aktina. Dobiveni rezultati su pokazali kako razina ekspresije moze biti kontrolirana

razli¢itim koncentracijama etanola.

Prema istrazivanju Bourque i sur. (1999) p-kriptogein svoj uéinak na stanice
ostvaruje vezanjem na membranski receptor, a da bi to bilo moguce endogeno se
sintetizirani protein mora secernirati izvan stanice. Istrazivanja koja su objavili Tercé-
Laforgue i sur. (1992) te Panabicres i sur. (1998) pokazuju kako se p-kriptogein
eksprimiran u fitoftori P. cryptogea i heterologno eksprimiran u vrsti P. infestans
sintetizira kao pre-protein sa N-terminalnim signalnim peptidom veli¢ine 20
aminokiselinskih ostataka, koji se uklanja kotranslacijski neposredno prije sekrecije u
hranjivu podlogu. U ovom je istraZivanju razli¢itim bioinformati¢kim programima (Tablica
5) bilo predvideno “ponasanje” endogeno sintetiziranog pS-Kriptogeina u biljnoj stanici.
Rezultati bioinformaticke analize aminokiselinskog slijeda S-kriptogeina pokazali su da se

endogeno sintetizirani g-kriptogein vrlo vjerojatno secernira van stanice. Bioinformaticka
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analiza programom WOLF PSORT ukazala je i na moguénost da je p-kriptogein, osim
izvan stanice, lokaliziran i unutar kloroplasta, no kako Kloroplasti nisu prisutni u
korijenskom tkivu vrlo je vjerojatno da se S-kriptogein secernira van stanice (Tablica 5).
N-terminalni signalni peptid, ¢ija je prisutnost bila odredena SignalP 4.1 serverom,
olaksava kretanje i omogucava izvanstani¢nu secernaciju f-kriptogeina (Slika 16).
Rezultate bioinformatickog predvidanja stani¢ne lokalizacije S-kriptogeina potvrdili su
rezultati dobiveni SDS-PAGE analizom izvanstani¢nih proteina. Na elektroforegramu
izvanstani¢nih proteina crypt-linija (O3 i O6) tretiranih etanolom utvrdena je prisutnost
specifi¢ne proteinske vrpce, ¢ija veli¢ina odgovara molekularnoj masi od nesto vise od 10
kDa (Slika 17). Cinjenica da protein veli¢ine oko 10 kDa nije bio prisutan u tekucoj
hranjivoj podlozi linije OA4 tretirane etanolom, kao niti u hranjivim podlogama crypt-
linija tretiranih vodom ukazuje da bi dobivena proteinska vrpca mogla biti g-kriptogein.
Prema rezutatima predvidanja, u¢injenim softverskim alatom ExPASy Compute pl/Mw,
molekulska masa g-kriptogeina iznosi 10.4 kDa. Dobiveni rezultati ukazuju na vjerojatnost
da se endogeno sintetiziran S-kriptogein secernira izvan stanice te se veze na receptor na
plazma membrani. Preko interakcije s receptorom, koja potice prijenos signala koji vodi ka
ekspresiji transkripcijskih faktora, p-kriptogein elicitira obrambeni odgovor stanice Kkoji
utjeCe i na sekreciju sekundarnih metabolita. Ova hipoteza ne isklju¢uje niti vjerojatnost da
endogeno sintetizirani f-kriptogein svoj ucinak ostvaruje i na neki drugi nacin npr.
djelujuéi unutar same biljne stanice. U svakom slucaju, dobiveni rezultati ukazali su na to
da p-kriptogein, bilo egzogeno primijenjen ili endogeno sintetiziran u biljnim stanicama,
utjeCe na metabolizam sekundarnih metabolita. S ciljem boljeg razumijevanja biokemijskih
procesa koje izazivaju elicitini, mnogi su znanstvenici proucavali u¢inke S-kriptogeina na
suspenziju stanica duhana. Mehanizam djelovanja ovog elicitora uklju¢uje mnoge
biokemijske dogadaje ukljucuju¢i promjene u strujanju iona, fosforilaciju proteina,
aktivaciju NADPH-oksidaze i protein-kinaze, kao i stvaranje reaktivnih kisikovih jedinki
(Viard i sur. 1994, Tavernier i sur. 1995, Pugin i sur. 1997, Lebrun-Garcia i sur. 1998,
Kieffer i sur. 2000, Leborgne-Castel i sur. 2008). U stanicama duhana BY-2, egzogeno
primijenjen p-kriptogein povecava transkripciju veéine gena koji su ukljuceni u
fenilpropanoidni put te u ovisnosti o kalciju inducira ranu akumulaciju fenolnih spojeva

koji se vezuju na stani¢nu stijenku (Amelot i sur. 2011).

Povecanje rasta korijenja U sve Cetiri transgene linije (OA4, O3, O5 i 06) bilo je

prisutno do 7. dana od tretmana etanolom (11. dan subkulture), nakon ¢ega su sve linije
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usle u stacionarnu fazu rasta. Na rast transgenog korijenja utjecali su i etanol i S-kriptogein
(Slika 18). Indukcija etanolom smanjila je rast transgenog korijenja crypt-linija (O3 1 O6).
Inhibitorni ucinak etanola rastao je ovisno o0 koncentraciji primijenjenog etanola.
Redukcija rasta uzrokovana etanolom u linije OA4 bila je izraZenija nego u crypt-linija.
Osim toga, u linije O5 nije doSlo do znacajnog smanjenja rasta u odnosu na Korijenje
tretirano vodom. Prema tome, iako je etanol imao negativan ucinak na rast Korijenja,
njegov je ucinak donekle umanjila ekspresija gena crypt. Ovaj pozitivan ucinak pS-
kriptogeina na rast korijenja sukladan je rezultatima koje su dobili Chaudhuri i sur. (2009).
Ekspresija p-kriptogeina stimulira rast transgenog korijenja zimske tresnje, ladoleza i
tilofore (Chaudhuri i sur. 2009) te poveéanje biomase U crypt-transgene bakope (Majumdar
i sur. 2012). lako postoje i studije koje opisuju inhibitorno djelovanje nekih fungalnih
elicitora na rast stanica (Chen i Chen 2000), u nasem slucaju taj je ucinak vjerojatno
uzrokovan etanolom, a ne p-kriptogeinom. Povecanje rasta tkiva uslijed elicitacije
vjerojatno se javlja kao obrambeni odgovor na stres. Pojava nekroza uzrokovana napadom
patogena u jednom dijelu korijenskog sustava kompenzira se povecanim rastom u drugom
dijelu korijenskog sustava (Chaudhuri i sur. 2009). Razlog opéenito niskom indeksu rasta
linija u ovom istrazivanju (0.02-0.04) bio je vrlo visoka pocetna masa korijenja (Slika 18);
oko 1 g korijenja bilo je subkultivirano u 8 mL hranjive podloge. Stoga je zbog ograni¢ene
koli¢ine nutrijenata i fizicke barijere koju ¢ini Petrijeva zdjelica indeks rasta bio nizak te su
i same kulture usle ranije u stacionarnu fazu rasta. Inace, korijen¢ici su rasli u dvije faze; u
prvoj fazi koja je trajala dva tjedna induciran je rast korjeci¢a, dok je u drugoj fazi
inducirana sinteza sekundarnih metabolita ekspresijom gena crypt (u ovoj je fazi pracen i
utjecaj p-kriptogeina na GI). Na ovaj nacin bilo je omoguéeno oponaSanje uvjeta
kontinuirane kulture kosmatog korijenja. Osim toga, subkultiviranje vecée koli¢ine korijenja
omogucilo je uzorkovanje tkiva u odredenim vremenskim intervalima iz iste Petrijeve
zdjelice u koli¢ini dovoljnoj za sve potrebne analize. Gl transgenog korijenja u 1. fazi rasta
bio je odreden preliminarnim ekperimentom (u situaciji kada je oko 200 mg tkiva
kultivirano u 8 mL hranjive podloge) te je za linije OA4, O3 i O6 iznosio 4-5, dok je za
liniju OS5 bio oko 3. Indeks rasta ovih linija veci je za otprilike dva reda veli¢ine u odnosu

na situaciju kad je u istim uvjetima kultivirano 1 g tkiva.

Ukupni topljivi fenoli i RA u tkivu sve tri crypt-linije (O3, O5 i O6) akumulirali su
se po vrlo slicnom obrascu (Slike 19, 21). Maksimalna akumulacija ukupnih topljivih

fenola i RA u kontrolnom korijenju tretiranom vodom bila je zabiljezena u stacionarnoj
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fazi rasta (14. dan u linije O3 1 O6 te 21. dan nakon indukcije etanolom u linije O5), dok su
se sadrzaji fenolnih spojeva i RA u korijenju crypt-linija smanjivali, ovisno o koncentraciji
etanola koristenog za indukciju korijenja. Tijekom indukcijskog perioda, ekspresija gena
crypt uzrokovala je znacajno smanjenje sadrzaja ukupnih topljivih fenola u transgenom
korijenju ovisno o koncentraciji etanola. Dobiveni rezultati bili su suprotni onima koje su u
svojem istrazivanju dobili Chaudhuri i sur. (2009) te Majumdar i sur. (2012). Chaudhuri i
suradnici (2009) u svojim su istrazivanjima pokazali da je transformacija genom crypt
povezana sa stimulacijom sinteze kalistegina u kulturi transgenog korijenja ladoleza te
vitaferina u transgenom korijenju zimske tre$nje. Osim toga, geneticka transformacija
genom crypt vodi i ka povecanju koncentracije kalistegina u transgenom poljskom slaku te
odredenih flavonoida u sjemenu transgenog uro¢njaka (Chaudhuri i sur. 2009). U
istrazivanju Majumdar i sur. (2012), transgene biljke bakope koje eksprimiraju gen crypt
pokazuju znacajno povecanje sadrZaja bakopa saponina u odnosu na biljke divljeg tipa.
Iznimka je transgeno korijenje tilofore kod kojeg ekspresija f-kriptogeina ne doprinosi
povecanju sadrzaja tiloforina (Chaudhuri 1 sur. 2009). Izostanak porasta sadrzaja
sekundarnih metabolita mogao bi biti posljedica ve¢ prisutne visoke stope sinteze u
korijenju koje je dobiveno transformacijom s Ri T-DNA. Stoga je moguce da daljnja
akumulacija metabolita moze biti sprijeCena ograni¢enom dostupnoséu ugljika 1/ili

toksi¢nim koncentracijama metabolita (Choudhuri i sur. 2005, 2009).

lako u ovom istrazivanju indukcija gena crypt u transgenom korijenju nije bila
povezana s akumulacijom fenolnih spojeva u tkivu, bila je povezana sa stimulacijom
sekrecije fenolnih spojeva u tekucéu hranjivu podlogu (Slike 20, 24). Budu¢i da etanol per
se nije imao ucinak na sadrzaj ukupnih topljivih fenola u tkivu i hranjivoj podlozi linije
OA4, dobiveni podaci ukazuju na Cinjenicu da je ekspresija gena crypt odgovorna za
povecani sadrzaj fenolnih spojeva u hranjivoj podlozi, kao i za smanjenje razine ukupnih
fenola i RA u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive. Medutim, pokazano je da i
tretman linije OA4 2% -tnim etanolom doprinosi sekreciji RA i CAF u tekuéu hranjivu
podlogu. lako je sekrecija u usporedbi sa sekrecijom u crypt-linija znac¢ajno manja, uo¢eno
je da i 2%-tni etanol doprinosi propusnosti membrane. Sekrecija fenolnih spojeva u crypt-
linijjama kontrolirana je razinom ekspresije p-kriptogeina koja je pak kontrolirana
razli¢itom koncentracijom etanola. NiZe koliCine topljivih 1 netopljivih fenola stanicne
stijenke u crypt-linijama tretiranim etanolom takoder su bile uo¢ene mjerenjem intenziteta

autofluorescencije, koji je bio manji u odnosu na korijenje tretirano vodom te se nije
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mijenjao u tretirane i netretirane linije OA4 (Slika 25). To je takoder posljedica sekrecije
fenola van stanice, odnosno posljedica ekspresije gena crypt. Na temelju mjerenja ukupnih
fenola, linije O3 i O6 su maksimum sekrecije postigle dva tjedna nakon indukcije 2% -
tnim etanolom, dok je u linije O5 maksimum sekrecije bio postignut tri tjedna nakon
indukcije 1% -tnim etanolom u odnosu na kontrolno korijenje tretirano vodom. Indeks
rasta linije O5 bio je znac¢ajno manji (slika 18) u odnosu na druge dvije linije, tako da je i
ulazak ove linije u stacionarnu fazu rasta nesto kasniji te bi to mogao biti razlog kasnije
zabiljezene maksimalne sekrecije fenolnih spojeva. Nakon tre¢eg tjedna indukcije
ekspresije gena crypt korijenje je zbog nedostatka hranjivih tvari u podlozi potamnilo i
nekrotiziralo. Nedostatak hranjivih tvari bio je vjerojatno uzrok i smanjenoj sekreciji 21.
dan u linija O3 i O6. Tendencija opadanja vrijednosti fenolnih spojeva prisutna u
kontrolnom tkivu, 21. dan u odnosu na 14. dan, moguée je da se takoder javlja zbog
nadostatka nutrijenata u hranjivoj podlozi odnosno zbog starosti tkiva. U kontinuiranim
kulturama ovo se moze izbje¢i dodatkom hranjiva. Razlike u rastu korijenja i sekreciji
fenolnih spojeva izmedu pojedinih crypt-linija bile su ocekivane, budu¢i je svaka liniija
dobivena razli¢itim transformacijskim dogadajem. Linije se medusobno razlikuju prema
mjestu ugradnje gena kao i po broju kopija gena u biljnom genomu te su iz tog razloga
prisutne i varijacije medu njima. Unato¢ prisutnim razlikama sve su crypt-linije nakon
indukcije etanolom secernirale znacajno vise ukupnih topljivih fenola, RA i CAF u odnosu

na neinducirano kontrolno korijenje, kao i u odnosu na liniju OA4.

Akumulacija sekundarnih metabolita u hranjivoj podlozi kosmatog korijenja
zabiljeZzena je u viSe istrazivanja, npr. akumulacija glukozinolata u repi (Kastell i sur.
2011), alkaloida u madagaskarskom zimzelenu (Li i sur. 2011), terpenoida u muskatnoj
kadulje (Kuzma i sur. 2009) te flavonoida u sladi¢a (Zhang i sur. 2011). Odgovor na
bioticki elicitor, dobiven u ovom radu, bio je sliCan odgovoru kojeg su u svojem
istrazivanju dobili Bais i sur. (2002), koji su u eksudatu kosmatog korijenja bosiljka
elicitiranog ekstraktom stani¢ne stijenke fitoftore Phytophthora cinnamoni identificirali
RA. Nadalje, uocili su da korjeci¢i bosiljka in situ tretirani oomicetom Pythium ultimum
izlucuju kapljice RA na vrhu korijenova vrska, dok u isto vrijeme netretirano korijenje ne
izlu€uje RA. Autori navode da je otpuStanje antimikrobnih spojeva, kao §to je RA, u okolis§
biljnog tkiva stimulirano mikrobima. Osim toga, pokazali su antimikrobno djelovanje RA
protiv niza mikroorganizama tla, Sto upucuje na znacajnu ulogu ekskudata korijena na

interakciju biljke i patogena. U nasem slucaju otpustanje fenola bilo je stimulirano
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ekspresijom transgena za oomicetalni elicitor. Georgiev i sur. (2007) u svojem istrazivanju
govore o sekreciji RA u hranjivu podlogu stani¢ne kulture lavande uslijed abioticke
elicitacije. 1z navedenih primjera vidljivo je da osim na akumulaciju sekundarnih
metabolita u tkivu, elicitori mogu utjecati i na njihovu sekreciju u hranjivu podlogu
(Kiddle i sur. 1994, Cai i sur, 2012). Objavljena su brojna istrazivanja u kojima je
manipulirano hranjivim podlogama s ciljem povecanja propusnosti membrane i sekrecije
vaznih sekundarnih metabolita (Smetanska 2008). Propusnost stanica, odnosno membrane
ovisi 0 stvaranju pora u jednom ili viSe membranskih sustava, koje omogucéuju prolazak
molekula van stanice (Brodelius i Pedersen 1993), a moze se mijenjati primjenom razlicitih
kemijskih i fizikalnih tretmana (Engels i sur. 2000). Tako je npr. otpustanje betacijanina iz
kosmatog korijenja cikle postignuto smanjenjem razine kisika i zagrijavanjem kulture, sa
minimalnim uéinkom na vijabilnost tkiva (Dilorio i1 sur. 1993). Tretman Tweenom 20
utjecao je na propusnost membrane te doprinio otpustanju velike koli¢ine hiosciamina iz
korijenja dature (Boitel-Conti i sur. 1996). Medina-Bolivar i sur. (2007) izvjestili su o
sekreciji resveratrola u hranjivu podlogu kosmatog korijenja Kikirikija induciranog
natrijevim acetatom. Tween 80 znacajno stimulira sekreciju likokalkona i ukupnih
flavonoida u hranjivu podlogu kosmatog korijenja sladi¢a, bez utjecaja na stanicnu
vijabilnost (Zhang i sur. 2011). Eksudati se iz stanice otpuStaju putem najmanje dva
mehanizma, pasivno (difuzati) i aktivno (sekreti). Trenutno se malo zna o molekularnim

mehanizmima za prijenos ovih molekula.

Jedno od najplodnijih podrucja istrazivanja koja se odnose na proizvodnju
sekundarnih metabolita je proucavanje metoda za indukciju otpustanja ili sekrecije
sekundarnih metabolita iz stanice u hranjivu podlogu. Sposobnost kosmatog korijenja da
secernira znacajne sekundarne metabolite u tekucu hranjivu podlogu moze reducirati velike
troskove procesa izolacije i procis¢avanja metabolita jer ne dolazi do uniStavanja vrijedne
biomase (Boitel-Conti i sur. 1996, Cai i sur. 2012). U ovom radu sekrecija vaznih
sekundarnih metabolita bila je postignuta genetickom elicitacijom. Na ovaj je nacin
omogucena jednostavnija, brza 1 jeftinija ekstrakcija fenola (RA 1 CAF) iz tekuce hranjive
podloge transgenog korijenja, nego $to je iz tkiva. Sekrecija se sve viSe prepoznaje kao
potencijalni izvor vrijednih fitokemikalija, ali je i1 dalje potrebno mnogo istrazivanja da bi

sekrecija postala stabilan i produktivan izvor sekundarnih metabolita.

Elicitori nemaju jednak ucinak u svim biljnim vrstama. Ukoliko se primjene u

odgovarajucoj fazi rasta kulture, u odovarajucoj koncentraciji te pri odgovaraju¢em sastavu
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hranjive podloge, elicitori mogu regulirati cimbenike odgovorne za povecavanje sekrecije
sekundarnih metabolita (Cai i sur. 2012). Osim toga, biosinteza odredenog sekundarnog
metabolita ovisi i 0 njegovoj ulozi u stanici. Nasi su rezultati pokazali da se S-kriptogein
sintetiziran unutar transgenih biljnih stanica secernira van stanice te stimulira otpuStanje
fenolnih spojeva, RA i CAF iz tkiva. Stoga bi se potencijalno mogao koristiti za regulaciju
sekrecije znacajnih sekundarnih metabolita. Istrazivanje ucinka gena crypt iz oomicete
unesenog u biljni genom doprinosi boljem razumijevanju funkcije proteinskih elicitora u
interakciji biljke 1 patogena, procjeni moguénosti upotrebe transgena koji kodiraju elicitore
za poticanje biosinteze i1 izlu¢ivanja znacajnih sekundarnih metabolita te unaprijedenju

biotehnoloske proizvodnje ruzmarinske i kavene kiseline.

5.2. Utjecaj geneticke elicitacije na antioksidacijski status transgenog Kkorijenja

ukrasne koprive

Osim $to se koriste u proizvodnji fitokemikalija, bioticki elicitori se zbog svojstva
da induciraju obrambeni odgovor biljke ¢esto koriste i za povecanje otpornosti biljaka na
patogene ali i na druge okolisne stresne ¢imbenike. Uslijed napada patogena dolazi do
sinteze ROS-a ¢ije nakupljanje u stanicama moze izazvati oksidacijski stres (Bowell 2001).
Biokemijski mehanizmi na kojima se temelji indukcija zaStite duhana tretiranog p-
kriptogeinom, ukljucuju pojacano nastajanje ROS-a (Viard i sur. 1994, Rusterucci i sur.
1996, Simon-Plas i sur. 1997). Kako bi se procijenio u¢inak endogeno sintetiziranog /-
kriptogeina na pojavu oksidacijskog stresa u transgenom tkivu ukrasne koprive bili su
odredeni  koli¢ina H,O, i razina lipidne peroksidacije. Za istraZivanje
oksidacijskog/antioksidacijskog statusa transgenog korijenja ukrasne koprive bile su
odabrane tri linije; linija O3 i linija O6 koje sadrze gen crypt te linija OA4 kao kontrolna
linija bez gena crypt. Linije O3 i O6 odabrane su zbog svojeg veceg indeksa rasta (oko 5),
u odnosu na liniju O5. Linija OA4 bila je upotrijebljena za testiranje ucinka razlicitih
koncentracija etanola per se, tijekom indukcijskog perioda, na oksidacijski/antioksidacijski
status kosmatog korijenja ukrasne koprive. Jedini znacajni ucinak etanola bio je uocen treci
dan nakon tretmana tkiva. Etanol je imao utjecaj na povecanje sadrzaja H,O, i MDA u
korijenju, Sto upucuje na pojavu oksidacijskog stresa uslijed tretmana etanolom (Slike
26A, 27A). Nakon tjedan dana su razine H,O, i MDA u kontrolnom tkivu tretiranom

vodom bile dostigle vrijednosti odgovaraju¢ih razina u tretiranom tkivu te do kraja
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indukcijskog perioda nije bilo znacajnih promjena (Slika 26A, 27A). Tretman etanolom
nije imao ucinak na aktivnosti enzima NOX, SOD, CAT i GPOD, §to znaci da nije imao
utjecaja na antioksidacijski status tkiva (Slika 28A, 29A, 30A, 31A).

Mijerenjem pokazatelja oksidacijskog stresa (H,O, i MDA) u mojem je istrazivanju
ustanovljeno kako elicitacija endogeno sintetiziranim pS-kriptogeinom ne uzrokuje
ostecenja koja mogu nastati uslijed oksidacijskog stresa, tj. potvrdena je odsutnost
oksidacijskog stresa u transgenom korijenju ukrasne koprive. Smatra se da je H,Og,
proizveden tijekom oksidacijskog stresa, povezan s obranom od patogena (Dorey i sur.
1999). Prema istrazivanju Radmana i sur. (2003) nakon tretmana biljke ili kulture biljnih
stanica elicitorima, inducira se proizvodnja ROS-a kao $to su superoksidni anioni i H,O,.
Brojna istrazivanja pokazuju kako je jedan od najranijih odgovora biljnih stanica na
djelovanje p-kriptogeina proizvodnja ROS-a. Prema istrazivanju Viarda i sur. (1994), 60
minuta nakon tretmana kulture stanica duhana g-kriptogeinom dolazi do brze proizvodnje
ROS-a. U mom istraZivanju tre¢i dan nakon tretmana tkiva etanolom nisu bile uocene
promjene u razini H,O,. Osim toga, tjedan dana nakon tretmana linije O3, koli¢ina H,0O,
opada ovisno o koncentraciji etanola u tekucoj hranjivoj podlozi, dok je nakon dva tjedna
koli¢ina H,O, padala nakon tretmana 1%-tnim etanolom (Slika 26B). Koli¢ina H,O, u
tretiranom korijenju linije O6 tijekom cijelog indukcijskog perioda ostala je

nepromjenjena, u odnosu na kontrolno korijenje (Slika 26C).

Jedan od najcesce koriStenih pokazatelja u€inka oksidacijskog stresa na lipide je
mjerenje akumulacije MDA, najobilnijeg prirodnog produkta lipidne peroksidacije. Peever
i Higgins (1989) u svojim istrazivanjima pokazuju kako je lipidna peroksidacija indikator
oksidativnog stresa nastalog nakon tretmana elicitorima. U ovom istrazivanju, u obje crypt-
linije (O3 i 06) tijekom indukcijskog perioda nisu bile uo¢ene znacajne razlike u koli¢ini
MDA izmedu korijenja tretiranog etanolom i kontrolnog korijenja tretiranog vodom (Slika
27B, C). Stallaert i sur. (1995) istrazivali su razli¢ite odgovore duhana do kojih dolazi
uslijed tretmana g-kriptogeinom. Njihova zapazanja pokazuju da tretiranje lista duhana f-
kriptogeinom dovodi do lipidne peroksidacije. Lipidna je peroksidacija kod lista duhana
povezana sa hipersenzitivnim odgovorom induciranim f-kriptogeinom (Rusterucci i sur.
1999). U mojem istrazivanju, nepromjenjena razina lipidne peroksidacije nakon tretmana
crypt-linija etanolom posljedica je smanjene (ili nepromjenjene) razine H,O, (Slika 26B,
C). Navedeni literaturni podaci ukazuju na nakupljanje H,O, i MDA uslijed elicitacije /-

kriptogeinom. Medutim, u okviru ovog istrazivanja, iako je pojava oksidacijskog stresa
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bila ocekivana, koncentracija H,O, i razina LPO u tkivu transgenog korijenja ukrasne
koprive s eksprimiranim fS-kriptogeinom nije bila znacajno povisena u odnosu na kontrolno
tkivo bez p-kriptogeina, $to ukazuje da stanice nisu bile izlozene oksidacijskom stresu.
Razlog smanjenim, odnosno nepromjenjenim razinama H;O, i MDA, u mojem
istrazivanju, mogu biti povecane aktivnosti antioksidacijskih enzima (SOD, CAT i GPOD)

do kojih dolazi uslijed ekspresije p-kriptogeina.

Jedan od prvih dogadaja u biljnoj stanici nakon prepoznavanja patogena, odnosno
nakon tretmana elicitorom, je aktivacija enzima NOX (Keller i sur. 1998, Lebrun-Garcia i
sur. 1999). Upotreba specifi¢nih inhibitora pokazuje kako su NADPH-oksidaza membrane
i peroksidaze stani¢ne stijenke odgovorni za prolaznu sintezu ROS-a (Bottin i sur. 1994,
Pugin i sur. 1997, Grant i sur. 2000) nakon infekcije patogenom. Osim navedenih, jo§ je
nekoliko enzima ukljuceno u proizvodnju ROS-a nakon uspjeSnog prepoznavanja patogena
(Torres i sur. 2006). U mojem je istrazivanju do porasta specifi¢ne aktivnosti NOX u tkivu
transgenog korijenja bilo doslo tjedan dana nakon indukcije etanolom samo u linije O3.
Porast aktivnosti NOX ovisio je o koncentraciji etanola u podlozi, odnosno o razini
ekspresije p-kriptogeina. Dva tjedna nakon indukcije crypt-linija etanolom, specifi¢na
aktivnost NOX u korijenju obje crypt-linije rasla je ovisno o koncentraciji primijenjenog
etanola. Torres i suradnici (2002) u svojem istrazivanju pokazuju kako odsutnost gena za
NADPH-oksidazu kod uro¢njaka smanjuje proizvodnju H,O, a time smanjuje i obrambene
reakcije protiv patogena. Osim §to imaju ulogu u direktnoj obrani od napada patogena,
istrazivanja pokazuju kako ROS sluze i kao signalne molekule u aktiviranju daljnje zastite
biljke domacina koja, izmedu ostalog, obuhvacéa i akumulaciju fitoaleksina te aktivaciju

gena ukljucenih u obranu biljke (VVan Breusegem i sur. 2008).

Kako bi sprijecile stetne uc¢inke ROS-a biljke su razvile antioksidacijske obrambene
mehanizme koji ukljucuju indukciju antioksidacijskih enzima. Alscher 1 sur. (2002) isticu
kako se eliminacija ROS-a u biljnim stanicama odvija pomocu razli¢itih komponenata
enzimskog ili neenzimskog antioksidacijskog obrambenog sustava. Superoksidni ioni,
nastali izmedu ostalog 1 djelovanjem enzima NOX, podlijezu reakciji dismutacije koju
katalizira SOD, pri ¢emu nastaje H,O, i akumulira se na mjestu napada (Takahashi i Asada
1983, Alscher i sur. 2002). Antioksidacijski status transgenog korijenja ukrasne koprive
bio je odreden mjerenjem aktivnosti enzima katalaze (CAT), superoksid-dismutaze (SOD)
i nespecificnih gvajakol peroksidaza (GPOD). Tre¢i dan nakon tretmana etanolom u obje
crypt-linije aktivnosti svih triju antioksidacijskih enzima (SOD, CAT, GPOD) bile su
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nepromijenjene nakon tretmana objema koncentracijma etanola u odnosu na kontrolno
korijenje (Slika 29, 30, 31). Do prvih promjena u aktivnostima ovih enzima dolazi tjedan
dana nakon indukcije gena crypt etanolom, i to uglavnom u linije O3. Tjedan dana nakon
tretmana linije O3 etanolom, f-kriptogein uzrokuje poveéanje specifi¢ne aktivnosti SOD,
dok nakon dva tjedna povecava 1 specificnu aktivnost SOD u korijenju linije O6.
Unutarstanicna koncentracija H,O, regulirana je razli¢itim enzimima, od kojih su
najvaznije katalaze i nespecifiéne peroksidaze (Takahashi i Asada 1983, Alscher i sur.
2002). Dosadasnja istrazivanja ukazuju na povecanje aktivnosti CAT nakon inokulacije
biljke duhana pepelnicom (Lebeda i sur. 1999). U mojem istrazivanju povecanje specifi¢ne
aktivnosti CAT u transgenom korijenju pojavilo se nakon indukcije ekspresije p-
kriptogeina 1%-tnim etanolom, u linije O3 nakon tjedan dana, a u linije O6 tek nakon dva
tiedna. CAT je aktivna pri relativno visokim koncentracijama H,0O,, dok se nize
koncentracije H,O, uklanjaju pomoc¢u GPOD (Gadjev i sur. 2008). Katalaze imaju vaznu
ulogu u uklanjanju veéine H,0, medutim zbog visokog afiniteta za H,O, 1 prisutnosti na
razliCitim lokacijama unutar stanice, peroksidaze uklanjaju onaj H,O, koji je CAT
nedostupan (Van Breusegem i sur. 2001). Kao i u slucaju CAT, povecanje specificne
aktivnosti GPOD u transgenom Kkorijenju uzokovao je p-kriptogein induciran 1%-tnim
etanolom, u obje crypt-linije tjedan dana nakon tretmana. Najveca aktivnost GPOD bila je
zabiljezena dva tjedna nakon indukcije gena crypt 1% -tnim etanolom, u obje linije
transgenog korijenja. Povecanu aktivhost CAT i GPOD u linije O3 pratilo je snizenje
razine H,O, u tkivu. Nakon dva tjedna, tendencija snizenja H,O, bila je zabiljezena i u
linije O6 iako nije statisticki znacajna. Ryals i sur. (1996) u svojem istrazivanju pokazuju i
vaznost uloge peroksidaza u obrambenim odgovorima biljke na napad patogena. Vaznost
peroksidaza u obrani biljke isticu Hiraga i sur. (2001) koji u svojem istrazivanju pokazuju
kako se tijekom ranjavanja i infekcije patogenom u biljkama inducira nekoliko izoenzima
GPOD. Tolerancija na stres usko je povezana s uc¢inkom antioksidacijskih enzima, za koje
je poznato da im se aktivnosti povecaju u uvjetima razlicitih stresnih ¢imbenika (Mittler
2002). Tijekom elicitacije kulture kosmatog korijenja ginsenga metil-jasmonatom,
povecava se aktivnost antioksidacijskih enzima (SOD i GPOD) koji §tite korijenje od

oksidacijskog stresa (Ali i sur. 2005).

U mojem istrazivanju utvrdeno je da inducibilna ekspresija gena crypt uzrokuje
povecanje aktivnosti NOX te antioksidativnih enzima — SOD, CAT i GPOD u obje linije

transgenog korijenja (O3 i1 O6). Povecana aktivnost antioksidativnih enzima regulira
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koli¢inu H,O; u tkivu te sprijecava lipidnu peroksidaciju tkiva. Veca koncentracija etanola
rezultirala je ja¢im antioksidativnim odgovorom zbog jaCe eckspresije p-kriptogeina.
Dobiveni rezultati imaju viSe znaCenja. Povecani antioksidacijski status transgenog
korijenja, koje secernira povecane razine fenolnih spojeva u hranjivu podlogu, §titi kulturu
kosmatog korijenja od oksidacijskog stresa kojeg moze uzrokovati elicitacija endogeno
sintetiziranim p-kriptogeinom, ali i drugi stresni ¢imbenici koji bi mogli predstavljati
prijetnju tijekom uzgoja kulture u bioreaktorima (kao npr. sadrzaj kisika). Osim toga,
svojstvo genetiCke elicitacije endogeno sintetiziranim p-kriptogeinom da povecéava
antioksidativni status biljne stanice moze se iskoristiti za daljnja istrazivanja koja vode ka
dobivanju transgenih biljaka otpornih na biotic¢ki i druge okoli$ne stresne ¢imbenike. U
posljednih je nekoliko godina mnogo truda ulozeno u identifikaciju potencijalnih ciljnih
gena za upotrebu u genetickom inzenjerstvu, u svrhu razvijanja otpornosti na abioticki i
bioticki stres. Kako bi se povecala tolerancija na oksidativni stres, velik broj istrazivanja je
usmjeren prema dobivanju transgenih biljaka koje pojacano eksprimiraju razlicite
antioksidacijske enzime (Lee i sur. 2007, Sun i sur. 2010). Kwon i sur. (2002) u svojem
istrazivanju isticu kako transgene biljke duhana kod kojih u kloroplastima dolazi do
ekspresije CuzZnSOD i askorbat peroksidaze (APX), pokazuju poviSenu toleranciju na
oksidativni stres induciran metil-viologenom (MV), herbicidom koji inducira stvaranje
ROS-a. Nadalje, Lee i sur. (2007) u svojem su istrazivanju dizajnirali transgene biljke
duhana kako bi poboljsali toleranciju biljke na oksidativni stres. Njihovi rezultati jasno
pokazuju kako se manipulacijom antioksidativnim mehanizmima u kloroplastima, biljne
stanice mogu zastiti od razli¢itih stresnih ¢imbenika prisutnih u okolisu. Prema mojim
rezultatima, genetickom elicitacijom pf-kriptogeinom postize se povecanje ekspresije
antioksidativnih enzima i u skladu s time dolazi do smanjenja oksidacijskog stresa.
Inducibilna ekspresija gena crypt mogla bi biti dobra strategija u obrani biljaka od
patogena i drugih okolisnih stresnih ¢imbenika. Nekoliko istrazivanja opisuje
transformaciju genom crypt s ciljem postizanja rezistencije na napad patogena. Ekspresija
S-kriptogeina u duhanu je rezultirala rezistencijom duhana prema oomiceti P. parasitica
var. nicotianae, ali i prema nekim drugim patogenima (Tepfer i sur. 1998, Keller i sur.
1999). Jiang i sur. (2004) su u svojim istrazivanjima pokazali da ekspresija S-kriptogeina
doprinosi povecanoj otpornosti transgenog duhana na razli¢ite patogene ali 1 povecanoj
toleranciji na solni stres u odnosu na kontrolne biljke. Ta istrazivanja pokazuju da
ekspresija gena crypt stiti od patogena, a moji rezultati pokazuju da aktiviran

antioksidacijski sustav stiti biljku od negativnog utjecaja ROS-a.

105




Rasprava

Proucavanje elicitora i njihovog djelovanja u razli¢itim biljnim vrstama neophodno
je kako bi se pronasle ucinkovite strategije za smanjenje negativnog ucinka oksidacijskog
stresa u biljkama (Ceron-Garcia i sur. 2011). Izlaganje biljke jednoj vrsti stresnog
¢imbenika moze potaknuti tolerantnost na drugi tip stresnog ¢imbenika (ili viSe njih).
Mehanizmi otpornosti na razli¢ite vrste stresa imaju mnoge zajednicke znacajke, a neki
mehanizmi obrane kao npr. povecana aktivnost antioksidacijskih enzima zajednicki su

razli¢itim vrstama stresa.
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Ucinak proteinskog produkta transgena crypt na sintezu fenolnih spojeva u tkivu
ukrasne koprive predviden je tretiranjem linije kosmatog korijenja OA4
rekombinantnim f-kriptogeinom koji je uzrokovao akumulaciju ukupnih topljivih

fenola u tkivu te njihovu sekreciju u tekuc¢u hranjivu podlogu.

Stanice eksplantata ukrasne koprive uspjesno su transformirane binarnim vektorom
koji sadrzi gen crypt (pBinSRNA-CRYPT) te je iz njih regeneriran velik broj linija
transgenog Kkorijenja, ¢ija je trasformacija potvrdena lan¢anom reakcijom

polimerazom umnazanjem gena Crypt.

Ekspresija gena crypt u transgenom korijenju ukrasne koprive kontrolirana je
etanolom te je razina ekspresije S-kriptogeina ovisila o koncentraciji primijenjenog
etanola.

Linija OA4 upotrijebljena je za testiranje ucinka razli¢itih koncentracija etanola per
se. Etanol je utjecao na smanjenje rasta kosmatog korijenja ukrasne koprive kao i
na propusnost plazma membrane, buduc¢i da je 2% -tni etanol doprinosio sekreciji
RA i CAF.

Na rast transgenog korijenja imali su utjecaj i etanol per se i p-kriptogein. Etanol je
inhibirao rast korijenja, medutim, njegov negativni u¢inak umanjila je ekspresija

gena crypt.

Rezultati dobiveni bioinformatickom analizom aminokiselinskog slijeda f-
kriptogeina i SDS-PAGE analizom izvanstani¢nih proteina ukazali su na
vjerojatnost da se endogeno sintetiziran p-kriptogein izlucuje van stanice. Na
temelju ranijih istrazivanja poznato je da p-kriptogein ulazi u interakciju s
receptorom na plazma membrani, elicitira obrambeni odgovor stanice i utjeCe na
metabolizam sekundarnih metabolita kao i na oksidacijski/antioksidacijski status

transgenog korijenja ukrasne koprive.

Inducibilna ekspresija gena crypt uzrokuje smanjenje sadrzaja ukupnih topljivih
fenola i RA u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive i povecani sadrzaj

ukupnih topljivih fenola, RA i CAF u tekucoj hranjivoj podlozi transgenog
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korijenja ukrasne koprive, $to upuéuje na znacajnu ulogu S-kriptogeina u
stimulaciji sekrecije fenolnih spojeva, koja je kontrolirana razinom ekspresije /-
kriptogeina. Stoga bi se p-kriptogein potencijalno mogao Koristiti za regulaciju

sekrecije znacajnih sekundarnih metabolita.

Nize koli¢ine topljivih i netopljivih fenola stani¢ne stijenke u crypt-linijama
tretiranim etanolom, uocene mjerenjem intenziteta autofluorescencije, takoder su

posljedica sekrecije fenola van stanice, odnosno posljedica ekspresije gena crypt.

Mijerenje pokazatelja oksidacijskog stresa (H,O, i MDA) pokazalo je kako
elicitacija endogeno sintetiziranim p-kriptogeinom ne uzrokuje osSteCenja koja
mogu nastati uslijed oksidacijskog stresa, tj. potvrdena je odsutnost oksidacijskog

stresa u transgenom korijenju ukrasne koprive.

Inducibilna ekspresija pS-kriptogeina uzrokuje povecanje aktivnosti NOX i
antioksidacijskih enzima — SOD, CAT i GPOD u dvije istrazivane linije transgenog
korijenja (O3 1 O6), §to upucuje na znacajnu ulogu endogeno sintetiziranog f-
kriptogeina u povecanju antioksidativnog statusa transgenog korijenja ukrasne
koprive. Stoga bi inducibilna ekspresija gena crypt mogla biti dobra strategija u

obrani biljaka od patogena 1 drugih okoliSnih stresnih ¢imbenika.

Poveéana aktivnost antioksidacijskih enzima u transgenom Kkorijenju ukrasne
koprive regulira koli¢inu H,O; u tkivu te sprijecava lipidnu peroksidaciju tkiva.
Veca koncentracija etanola rezultirala je ve¢im antioksidativnim odgovorom zbog

jace indukcije ekspresije gena crypt.

Povecani antioksidacijski status transgenog korijenja stiti kulturu kosmatog
korijenja od oksidacijskog stresa kojeg moze uzrokovati elicitacija endogeno
sintetiziranim p-kriptogeinom, ali i drugi stresni c¢imbenici Kkoji bi mogli

predstavljati prijetnju tijekom uzgoja kulture u bioreaktorima.

Istrazivanje ucinka gena crypt iz oomicete uneSenog u biljni genom doprinosi

procjeni mogucnosti upotrebe transgena koji kodiraju elicitore za poticanje
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biosinteze i izlu¢ivanja znacajnih sekundarnih metabolita te ukazuje na mogucnost

unaprijedenja biotehnoloske proizvodnje ruzmarinske i kavene kiseline.
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Ukrasna kopriva (Coleus blumei Benth.) je zbog velikog sadrzaja fenolnih spojeva
poznata i kao ljekovita biljka. Zbog ucinka koji fenolni spojevi imaju na ocuvanje zdravlja
¢ovjeka, u posljednjih se nekoliko godina interes javnosti i znanosti za fenolne spojeve
znatno povecao. Zahvaljuju¢i velikom farmakoloskom znacaju fenolnih spojeva razlicite
su metode testirane kako bi se povecala njihova sinteza i istrazila njihova fizioloska uloga.
Svojstvo biotickih elicitora da induciraju obrambeni odgovor biljke koristi se u kulturi in
vitro kao strategija za povecanje proizvodnje komercijalno vaznih spojeva. Osim toga,
tretmani biotickim elicitorima se Cesto koriste i za povecanje otpornosti biljaka na
patogene ali i na druge okoli$ne ¢imbenike. Jedan od najranijih obrambenih odgovora
biljke uslijed napada patogena (odnosno tretmana elicitorima) predstavlja sinteza
reaktivnih kisikovih jedinki (ROS). Medutim, uslijed nakupljanja ROS-a u stanicama moze
do¢i do oksidacijskog stresa. Kako bi sprijecile Stetne ucinke ROS-a, biljke su razvile
antioksidacijske obrambene mehanizme koji, izmedu ostalog, uklju¢uju i indukciju
antioksidacijskih enzima. Beta-kriptogein je oomicetalni elicitor proteinske grade koji u
biljaka izaziva hipersenzitivni odgovor i sustavno stjecanje otpornosti. Cilj je ovog rada
bio uzgojiti transgeno korijenje ukrasne koprive, u kojem se gen crypt nalazi pod
kontrolom inducibilnog promotora reguliranog alkoholom te na taj na¢in kontroliranom
sintezom p-kriptogeina u korijenju oponasati napad patogena. Ispitivan je ué¢inak endogeno
sintetiziranog p-kriptogeina na sintezu fenolnih spojeva i na antioksidacijski status
transgenog korijenja ukrasne koprive. Transformacija ukrasne koprive ucinjena je pomoéu
bakterije A. rhizogenes soja A4, koja sadrzi binarni vektor pBinSRNA-CRYPT. Uspjesnost
transformacije potvrdena je lancanom reakcijom polimerazom (PCR), umnaZzanjem
odsjecka gena crypt i gena orfl3. Za provodenje pokusa odabrane su tri linije transgenog
korijenja ukrasne koprive (03, O5, 06). Linija OA4 (bez gena crypt) upotrijebljena je za
testiranje ucinka razli¢itih koncentracija etanola per se na indeks rasta, sadrzaj ukupnih
topljivih fenola, RA i CAF te na oksidacijski/antioksidacijski status kosmatog korijenja
ukrasne koprive. Analiza semi-kvantitativnim RT-PCR-om pokazala je prisutnost
transkripta gena crypt u crypt-linijama tretiranim etanolom, dok je razina ekspresije j-
kriptogeina ovisila o koncentraciji primijenjenog etanola. Rezultati dobiveni
bioinformatickom analizom aminokiselinskog slijeda f-kriptogeina i SDS-PAGE analizom
izvanstani¢nih proteina ukazuju na vjerojatnost da se endogeno sintetiziran S-kriptogein
secernira van stanice te svoj ucinak ostvaruje preko interakcije s receptorom na plazma

membrani.
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Za odredivanje ucinka kriptogeina na sintezu fenolnih spojeva, ekspresija f-
kriptogeina bila je kontrolirana dodatkom 1% -tnog i 2% -tnog etanola 4. dan subkulture.
Transgeno korijenje za analizu uzorkovano je neposredno prije tretmana, zatim 7., 14. i 21.
dan nakon tretmana etanolom. Na rast transgenog korijenja imali su utjecaj i etanol per se i
[S-kriptogein. Iako je etanol inhibirao rast korijenja, njegov negativni ucinak umanjila je
ekspresija gena crypt. Tijekom indukcijskog perioda ekspresija s-kriptogeina, inducirana
etanolom, uzrokovala je zna¢ajno smanjenje sadrzaja ukupnih topljivih fenola i RA u
linijama transgenog korijenja, ovisno o koncentraciji primijenjenog etanola. S druge strane,
ekspresija p-kriptogeina u transgenom korijenju bila je povezana sa stimulacijom sekrecije
ukupnih topljivih fenola, RA i kavene kiseline u tekucu hranjivu podlogu. Sposobnost
kosmatog korijenja da secernira znacajne sekundarne metabolite u tekucu hranjivu podlogu
moze reducirati velike troSkove procesa izolacije 1 prociS¢avanja metabolita jer ne dolazi
do uniStavanja vrijedne biomase. Dobiveni rezultati ukazuju na potencijalnu ulogu p-
kriptogeina u regulaciji sekrecije znacajnih sekundarnih metabolita.

Za odredivanje ucinka p-kriptogeina na oksidacijsko/antioksidacijski status
transgenog korijenja, ekspresija f-kriptogeina bila je kontrolirana dodatkom 0.1% -tnog i
1% -tnog etanola 4. dan subkulture. Transgeno Kkorijenje za analizu uzorkovano je
neposredno prije tretmana, zatim 3., 7. i 14. dan nakon tretmana etanolom. Kao pokazatelji
oksidacijskog stresa mjerene su koli¢ine vodikova peroksida (H,O,) i produkata lipidne
peroksidacije (MDA), dok je antioksidacijski status odreden mjerenjem specificne
aktivnosti NADPH-oksidaze (NOX), superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i
gvajakol peroksidaze (GPOD). Dobiveni rezultati ukazuju na odsutnost oksidativnog stresa
u tretiranom transgenom Kkorijenju. Ekspresija f-kriptogeina inducirana etanolom, uzrokuje
povecanje aktivnosti NOX i antioksidacijskih enzima — SOD, CAT i GPOD u transgenom
korijenju (O3 1 06), $to upucuje na znacajnu ulogu endogeno sintetiziranog S-kriptogeina u
povecanju antioksidacijskog statusa transgenog korijenja ukrasne koprive. Uloga endogeno
sintetiziranog p-kriptogeina u poveéanju antioksidativnog statusa bi mogla doprinijeti

otpornosti biljaka protiv patogena i drugih okoli$nih stresnih ¢imbenika.
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Coleus blumei Benth is known as a medicinal plant due to a high content of
phenolic compounds. Recently, public and scientific interest in phenolics has increased
greatly because of health-promoting effects of this group of substances. Due to
pharmacological importance of phenolic compounds, different methods are tested for
enhancing their production and revealing their physiological roles. The property of biotic
elicitors to induce plant defence response was used as a strategy for enhancing production
of commercially important compounds in plant in vitro cultures. Also, elicitors have been
used to improve plant resistance to pathogens and to some environmental stresses. One of
the significant plant defense responses involves the production of reactive oxygen species
(ROS). ROS are involved in different signaling pathways for defense mechanisms, but
their uncontrolled accumulation can lead to oxidative stress. To prevent harmful effects of
ROS, plants have evolved complex anti-oxidative defense mechanisms that involve
induction of anti-oxidative enzymes. Proteinaceous elicitor secreted by phytophatogenic
oomycete Phythophthora cryptogea, pS-cryptogein, induces hypersensitive response and
systemic acquired resistance in plants against some pathogens. The aim of this study was
to generate C. blumei hairy roots, carrying crypt transgene under the control of alcohol
inducible promoter. Through controlled expression of S-cryptogein, pathogen attack could
be mimicked. The effects of endogenously synthesized j-cryptogein protein on phenolic
compounds synthesis and antioxidative status of the transgenic roots were tested. For C.
blumei transformation, A. rhizogenes strain A4 harboring pBinSRNA-CRYPT binary
vector has been used. Fragments of genes crypt and orf13 in obtained transgenic roots were
amplified by PCR, confirming genetic transformation. For further experiments three hairy
root lines, carrying crypt gene, were selected (03, O5, 06). Line OA4 (without the crypt
gene) was used to test the effect of different concentrations of ethanol per se on growth
index, RA, CAF, soluble phenolic content and oxidative/antioxidative status in C. blumei
hairy roots. Semi-quantitative RT-PCR analysis showed presence of crypt transcripts in
ethanol-treated crypt-lines. According to these results, expression level of crypt gene could
be controlled by ethanol concentration. Results obtained by the protein localization
prediction software tools and by the SDS-PAGE analysis of extracellular proteins suggest
that endogenously synthesized p-cryptogein might be secreted, and consequently
recognized by the receptors on the plasma membrane.

For the analysis of the phenolics synthesis, the expression of fg-cryptogein in C.
blumei hairy roots, was controlled by application of 1% and 2% ethanol at the 4™ day of

subculture. Transgenic roots and growth medium, for the analysis, were harvested before
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the treatment and on the 7", 14™ and 21* day after ethanol treatment. Both, cryptogein and
ethanol influenced the growth of transgenic root lines. Although ethanol had negative
effect on the growth, its impact was counteracted to some extent by the expression of
crypt. During induction period, ethanol-induced expression of p-cryptogein caused
significant decrease of soluble phenolics and RA in hairy root lines mainly in a
concentration-dependent manner. On the other hand, expression of p-cryptogein in
transformed root lines was associated with a stimulation of phenolics secretion into the
culture medium. The ability of hairy roots to secret important secondary metabolites to the
culture medium could reduce the overall costs of harvesting procedure for product
recovery without destruction of valuable biomass. These data suggest that inducible
expression of S-cryptogein might be a potential regulatory factor for phenolics secretion
from the roots.

For the analysis of the oxidative/antioxidative status, the expression of s-cryptogein
in C. blumei hairy roots was controlled by application of 0.1% and 1% ethanol at the 4™
day of subculture. Transgenic roots for analysis were harvested before the treatment and on
the 3, 7" and 14™ day after ethanol treatment. As an indicator of the oxidative stress,
hydrogen peroxide (H,O;) and lipid peroxidation product contents (MDA) were estimated,
while antioxidative status was determined by measuring NADPH-oxidase (NOX),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and guaiacol peroxidase (GPOD) activities.
Obtained results confirmed the absence of oxidative stress in treated tissues. Ethanol-
induced expression of S-cryptogein in transgenic roots caused significant increase in NOX
and antioxidative enzyme activities - SOD, CAT, GPOD. Increased antioxidative status

could provide enhance resistance against pathogens and other environmental stresses.
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Zivotopis

Rosemary Vukovi¢ rodena je 16. lipnja 1981. godine u Fairfieldu, u Australiji.
Nakon zavr$ene Opée gimnazije u Zupanji upisala je Pedagoski fakultet u Osijeku, smjer
biologija i kemija. Diplomirala je na Odjelu za biologiju i Odjelu za kemiju 2006. godine
te stekla zvanje diplomiranog profesora biologije i kemije. Poslijediplomski
interdisciplinarni doktorski studij Molekularne bioznanosti upisala je 2006. godine na
Sveucilistu J. J. Strossmayer u Osijeku.

Pocetkom rujna 2006. godine zaposlila se u OS Dr Stjepan Ilijagevié¢ u Oriovcu kao
nastavnik biologije i kemije, a od 1. svibnja 2007. zaposlena je na Odjelu za biologiju
Sveucilista J. J. Strossmayer u Osijeku kao asistent. Od 2009. do danas radi kao suradnik
na znanstveno istrazivaCkom projektu MZT-a ,,Nutrienti i razvoj plutaju¢ih makrofita i
alga u Isto¢noj Hrvatskoj“, glavnog istrazivaca izv. prof. dr. sc. Janje Horvati¢. U
nastavnom radu sudjelovala je u izvodenju vjezbi iz kolegija Preddiplomskog i
Diplomskog studija biologije: Biokemija 1, Biokemija 2, Biokemija 3, Molekularna
biologija, Eksperimentalne biokemijske tehnike i Enzimska kinetika te u izvodenju
seminara iz Biokemije 1 na Preddiplomskom studiju kemije.

Rosemary Vukovi¢ objavila je jedan znanstveni rad citiran u CC bazi podataka kao
prvi autor, jedan strucni rad kao koautor te je sudjelovala na 8 medunarodnih skupova kao
prvi autor ili koautor.

Clan je Hrvatskog druitva za biokemiju i molekularnu biologiju i Hrvatskog

drustva za biljnu biologiju.
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Popis radova

Izvorni znanstveni i pregledni radovi u CC ¢asopisima

Vukovié, Rosemary; Bauer, NataSa; Curkovié¢-Perica, Mirna. Genetic elicitation by
inducible expression of S-cryptogein stimulates secretion of phenolics from Coleus blumei
hairy roots. // Plant science. 199-200 (2013); 18-28.

Struéni radovi

Maji¢, Senka; Vukovi¢, Rosemary; Ster, Anamarija; Has-Schon, Elizabeta. Enzimatsko

odredivanje glikolitickog potencijala — pouzdana metoda za predvidanje kvalitete mesa.

Krmiva, 2010; 52:353-358.

SaZeci u zbornicima skupova

Stolfa, Ivna; Stanisavljevi¢, Aleksandar; Mari¢, Sanela; Mari¢, Seada; Vukovi¢,
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